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(57) Abstract: The invention relates to a method for determining at least one analyte from a sample by an immunochemical reaction
@\ Wwith a device consisting of several zones. Said at least one analyte is applied on a starting zone in a reagent, especially an organic
\& reagent, and flows into at least one other zone with one or several fields under the effect of capillary forces, whereby at least one
g specific binding partner, to which at least one substance is conjugated, is temporarily immobilized in a field.

e (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Verfahren yam Nachweis zumindest eines Analyten aus einer Probe durch eine im-
munochemische Reaktion mit einer Vorrichtung bestehend aus mehreren Zonen. Der zumindest eine Analyt wird in einem Reagens,
insbesondere einem organischen Reagens, auf eine startzone aufgebracht und lduft durch Kapillarkrifte in zumindest eine weitere
Zone mit einem oder meehreren Feldern, wobei in einem Feld zumindest ein spezifischer Bindungspartner, an welchen zumindest

eiene Substanz Konjugiert ist, temporér immobilisiert ist.



wO 03/016903 A2 N0V WO AR RN

Veroffentlicht: Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen
—  ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu  Abkiirzungen wird auf die Erkidrungen ("Guidance Notes on

verdffentlichen nach Erhalt des Berichts Codes and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe
der PCT-Gazette verwiesen.



10

15

20

25

30

35

WO 03/016903 PCT/AT02/00246

-1-

Vorrichtung und Verfahren zum Nachweis eines Analyten

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis zumindest eines Analyten aus einer Probe
durch eine immunochemische Reaktion mit einer Vorrichtung bestehend aus mehreren Zonen.
Weiters betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zum Nachweis zumindest eines Analyten aus
einem oder mehreren kapillarfihiges Materialien, auf denen zumindest eine Startzone und
eine angrenzende Zone bestehend aus einem oder mehreren Feldern in dem oder denen zu-
mindest ein immobilisiertes Reagens angeordnet ist. Des weiteren betrifft die Erfindung ein
Reagens zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 17 und einen
Analysekit nach Anspruch 57. Die Erfindung betrifft ebenso die Verwendung der Vorrich-
tung, des Reagens sowie des Analysekits entsprechend den Anspriichen 58 bis 60.

Durch den zusehends grofer werdenden Mifbrauch von Arzneimitteln und Drogen besteht
immer mehr die Notwendigkeit diese im Menschen nachzuweisen um eine Beeintréichtigung
z.B. seiner Reaktionsfﬁhigléeit wihrend der Arbeitszeit oder im Straenverkehr ausschlieen
zu konnen. Die Bestimmung und Quantifizierung von Analyten, insbesondere von illegalen
Substanzen, in biologischen Proben, wie z.B. Blut und Urin, ist eine niitzliche analytische
Methode um den Mibrauch von Drogen zu verifizieren. Zur Zeit ist es liblich, Drogen bzw.
Drogenderivate im Blut, Serum, Plasma bzw. im Urin nachzuweisen. Durch die aufwendige
Probengewinnung, wie z.B. von Blut, welches nur von medizinischem Fachpersonal gewon-
nen werden darf, ist der Nachweis nur in Speziallabors moglich und somit mit einem grofien
Aufwand verbunden. Durch die aufwendigen Analyseverfahren kommt es auch hiufig zu

grofen Zeitverzdgerungen bis ein endgiiltiges Ergebnis vorliegt.

Der Nachweis von illegalen Substanzen aus dem Urin bietet eine Alternative. Allerdings kor-
respondieren die nachgewiesenen Mengen von Drogen bzw. Drogenersatzstoffen aus positi-
ven Urintests nicht eindeutig mit jenen Konzentration, welche im Blut nachgewiesen werden,
da diese Stoffe teilweise noch Tage nach deren Konsum im Urin nachweisbar sind, aber nicht
mehr im Blut vorhanden sind und daher zum Zeitpunkt der Urinabgabe keine drogenspezifi-

schen Beeintrichtigung des Probanden mehr vorliegt.

Zur Bestimmung des gegenwirtigen Zustands einer Person sind also nur Analysen, welche
die Drogenkonzentrationen aus dem Blut bestimmen zweckdienlich. Allerdings korreliert die
Konzentration von illegalen Substanzen im Blut sehr gut mit jener des Speichels. Zum Nach-

weis von Drogen bzw. Drogenersatzstoffen aus dem Speichel miissen allerdings sehr sensitive
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Tests verwendet werden, weil im Speichel teilweise nur geringere Konzentrationen dieser
Stoffe als im Blut vorhanden sind. Zielfiihrend ist es daher eine Analyse anzufiihren, welche

den Nachweis von illegalen Substanzen aus dem Speichel ermdglicht.

In der DE 196 22 503 A1l wird ein Verfahren zum Nachweis von Analyten auf Oberfléichen,
die mit Korperfliissigkeiten in Beriihrung gekommen sind, beschrieben. In diesem Dokument
wird ein Teststreifen aus einem oder mehreren kapillaraktiven chromatographieféhigen fla-
chenformigen Materialien in Fluidkontakt zueinander mit einer Elutionsmittelaufgabezone an
einem Ende und einer Zielzone am anderen Ende beschrieben. Zwischen der Elutionsmittel-
aufgabezone und der Zielzone befindet sich eine Abfangzone, in der ein Abfangreagens im-
mobilisiert ist. Das Abfangreagens kann entweder den Analyten, einen spezifischen Analyt-
bindungspartner oder einen markierten Bindungspartner binden. Zwischen der Elutionsmittel-
aufgabezone und der Abfangzone befindet sich noch eine Konjugatzone, die einen wande-
rungsfihigen markierten Bindungspartner enthilt. Der Bindungspartner kann entweder den
Analyten oder den spezifischen Analytbindungspartner oder das Abfangreagens spezifisch
binden, wobei die Bindung des markierten Bindungspartners zu einem detekierbaren Signal in
der Abfangzone oder in der Zielzone fiihrt. Dieses Signal zeigt die Anwesenheit des Analyten
an. Weiters wird ein Wischelement separat zur Teststreifenoberfliche und eine Andriickvor-
richtung, die einen Kontakt zwischen dem Wischelement mit der Teststreifenoberfliche zwi-
schen Elutionsmittelauftragszone und Konjugatzone eliminiert. Mit dem Wischelement wer-
den Korperfliissigkeiten von einer Korperregion aufgenommen. Als Markierungen zur Detek-
tion kommen bevorzugt Direktmarkierungen, wie Metallmarkierungen, insbesondere die
Goldmarkierung in Frage, weil direkt mit dem Auge das Testergebnis abgelesen werden kann.
Als Bindungspartner fiir den Analyten kommen Antikérper und Antikorperfragmente in Be-
tracht. Mit diesem Verfahren kénnen Absolutmengen von bis zu 10 ng Analyt, insbesondere
Drogen auf Oberflichen, nachgewiesen werden. Nachteilig an dieser Offenbarung ist, daf3

geringe Konzentrationen von Analyten nicht nachgewiesen werden konnen.

In der US 6 248 598 B1 wird eine Methode, welche einerseits zur Gewinnung von Speichel
und andererseits zur Detektion von mindestens einem Analyten darin ohne zusitzlich externe
Reagenzien zufiigen zu miissen, beschrieben. Durch die Bestimmung von Drogen aus dem
Speichel kann auch ein kurzfristiger Konsum dieser nachgewiesen werden. Die US B1 be-
schreibt eine Methode zur Detektion eines Analyten mit einer Vorrichtung die einen ersten
Teil mit absorbierendem Material, der Speichel im Mund absorbiert, mit einem zweiten Teil

in fluide Verbindung bringt und anschliefend eine visuelle Detektion von Analyten ermog-



10

15

20

25

30

35

WO 03/016903 PCT/AT02/00246

-3-

licht. Auf diesem zweiten Teil ist ein Ligand der spezifisch einen Analyten bindet, ein Indi-
kator, der aus einem Analyten mit einer visuell detektierbaren Markierung besteht, ein Be-
reich auf dem die Gegenwart oder Abwesenheit des Analyten angezeigt wird und eventuell
ein Kontrollbereich angeordnet. Weiters ist eine Halterung, in welcher sich ein Fenster zur
visuellen Detektion befindet, beschrieben. Das eine Ende der Vorrichtung wird fiir 10 bis
120 sec. in den Mund zur Anreicherung von Speichel gegeben, wieder entfernt und innerhalb
von 1 bis 60 min. nach der Speichelgewinnung kann die Gegenwart bzw. Abwesenheit des

Analyten visuell angezeigt werden.

Die WO 00/208 62 A1 beschreibt ein Verfahren und einen Apparat zur in vitro Detektion von
vielen verschiedenen Analyten, aus Serum, Plasma, Blut, Speichel oder Urin menschlichen
oder tierischen Ursprungs. Das Detektionssystem besteht aus einer Plastikvorrichtung mit
einem absorbierenden Kissen mit einer Affinititsmembran. Die Vorrichtung hat spezifische
Regionen auf der Membran, in welcher Antigene immobilisiert sind. Jede Vorrichtung besitzt
eine Kontrollsubstanz zur Qualititskontrolle, um zu iiberpriifen, ob die Vorrichtung korrekt
funktioniert. Im Falle der Antikorperdetektion ist das Kontrollmaterial normalerweise huma-
nes IgG. Im Falle von Antigendetektionen ist das Kontrollmaterial ein spezifisches Antigen.
In einem Multianal ytdetektionssystem kann jeder beliebige Bereiche als Kontrollbereich ver-
wendet werden. Die Vorrichtung besteht aus einer mikroporésen Membran mit einer ersten
und einer zweiten Oberfliche, wobei eine Fliissigkeit von einer Seite zur anderen flieBt. Die
Membran weist eine Vielzahl von lesbaren Bereichen, die voneinander beabstandet iiber die
gesamte Membran angeordnet sind, wobei auf jeden Bereich ein Antigen, Antikdrper oder
Hapten immobilisiert ist, auf. Weiters hat die Vorrichtung eine Abdeckung fiir die erste Seite
der Membran mit einer Vertiefung fiir die Aufnahme von Fliissigkeiten, wodurch ein Bereich
der Membran sichtbar wird. Zuletzt besteht die Vorrichtung noch aus einem absorbierenden
Material, welches in Kontakt mit der zweiten Seite der Membran steht, fiir die Aufnahme der
Fliissigkeit, welche durch die Membran diffundiert ist. Weiters wird auch eine Methode zur

Detektion mit dieser Vorrichtung beschrieben.

Nachteilig an diesen Verfahren und diesen Vorrichtungen ist, da die Nachweisgrenzen von
10 ng fiir die jeweilige Droge bzw. fiir den Drogenersatzstoff nicht unterschritten werden
kann. Besonders nachteilig dabei erweist sich, daf sich gerade im Speichel, welcher sehr

leicht gewinnbar ist, oft nur geringe Konzentrationen von illegalen Substanzen befinden.

Aufgabe der Erfindung ist es daher Mglichkeiten zum Nachweis von geringen Konzentratio-
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nen von verschiedenen Analyten zur Verfiigung zu stellen. Es ist weiters eine Teilaufgabe der

Erfindung die Spezifitit zum Nachweis von Drogen sowie Drogenersatzstoffen zu steigern.

Die Aufgabe der Erfindung wird durch das Verfahren entsprechend den Merkmalen im Kenn-
zeichenteil des Anspruches 1 geldst. Der Vorteil dieses Verfahrens liegt darin, daB bereits
sehr niedrige Konzentrationen eines Analyten ausreichen, um mit dem erfindungsgeméfen
Verfahren nachgewiesen werden zu konnen. Dieses Verfahren bietet somit eine hochst sensi-
tive Methode, um Analyten aus einer Probe nachzuweisen. Einfache Nachweisverfahren zur
Bestimmung von Analyten erlauben es, diese auBerhalb von Labors durchfithren zu kénnen,
wie z.B. auf der StraRe, in Polizeistationen, in Gefingnissen, in Fabriken oder anderen Ar-
beitsplitzen, zu Hause, praktisch an jedem Ort. Dieses Nachweisverfahren eliminiert die Not-

wendigkeit von kostenintensiven Laboranalysen und ermoglicht somit eine Kostenersparnis.

Vorteilhaft erweist sich weiters nach Anspruch 2, da durch die Substanz, welche an den spe-
zifischen Bindungspartner gebunden ist, die Sensitivitit dieses Nachweisverfahrens durch die
zusitzliche chemische Reaktion, welche durch die Substanz verursacht wird, erheblich erhéht

werden kann.

Weiters erweist sich eine Weiterbildung des Verfahrens nach Anspruch 3 als vorteilhaft, weil
unphysiologische Substrate beispielsweise fiir Enzyme, wie z. B. B-Galactosidase, Horsera-
dishperoxidase, etc. nach der chemischen Reaktion farbige Reaktionsprodukte ergeben und
erlauben somit eine visuelle und auch spektrophotometrische Detektion. Bei den Proteinen
Streptavidin, Avidin bzw. Protein A erweisen sich die multiplen Bindungsstellen fiir Biotin
bzw. Fc Teile von Antikérpern als vorteilhaft. Beispielsweise kann ein Antikérper mit Biotin
markiert sein. Proteine wie Streptavidin und Avidin binden mit einer ihrer vier Bindungsstel-
len hochspezifisch an Biotin. Freie Biotin-Bindungsstellen werden dann mit einem biotinmar-
kiertem Enzym z.B. alkalische Phosphatase, abgesittigt. Durch die Zugabe von chromogenen
Substraten fillt ein Farbgemisch aus, wodurch die Bindung nachgewiesen werden kann. Da
die biotinbindenden Proteine vier Biotin-Bindestellen enthalten und die verwendeten Enzyme
ebenfalls mehrere Biotin-Gruppen tragen, konnen sich Komplexe mit vielen Protein-Enzym-
Biotin-Molekiilen ausbilden, wodurch die Nachweisempfindlichkeit wesentlich erhoht wird.
Alkalische Phosphatase wird als Markerenzym eingesetzt, da sich in Verbindung mit geeig-
neten Substraten ein empfindliches, histochemisches Farbreagens und Signalverstirkersystem
entwickelt. Das Enzym B-Galactosidase spaltet natiirliche wie kiinstliche B-D-Galactoside in

Galactose und die entsprechenden Reste (meist Alkohol-Verbindungen). Unphysiologische
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Substrate fiir das Enzym, wie ONPG oder X-gal ergeben nach der Hydrolyse und Oxidation
farbige Reaktionsprodukte und erlauben somit eine visuelle und auch spektrophotometrische

Detektion.

Vorteilhaft ist weiters eine Ausgestaltung nach Anspruch 4, wobei durch die Auftrennung
des Analyten in den vielen Zonen sowohl eine Reaktion mit einer Farbstoffkomponente bzw.
deren Vorstufe als auch mit einem konjugierten Antikorper erfolgen kann und diese dann in
einem Analysefeld detektiert werden konnen. Von Vorteil ist weiters, wonach unabhéngig
vom Vorhandensein eines Analyten in der Probe eine Markierung in der Zone des Kontroll-
feldes detektierbar wird, um die Funktionsfihigkeit des Analyseverfahrens zu kontrollieren.
Weiters erweist sich als vorteilhaft, daB durch die Anordnung mehrerer Analysefelder gleich-
zeitig verschiedene Analyten nachgewiesen werden konnen. Einen weiteren Vorteil stellt die
temporére Immobilisierung der Reagenzien im Farbstofffeld und im Konjugatfeld dar, weil
sich dadurch die Zugabe dieser Reagenzien wihrend der Analyse eriibrigt und somit das Ver-
fahren vereinfacht wird und eine Verwechslung der Reagenzien ausgeschlossen werden kann.
Durch die Anordnung von Lauffeldern wird ermdglicht, daB die Analyten wihrend der Passa-

ge des kapillarfihigen Materials von partikuldren Verunreinigungen befreit werden.

Dabei erweist sich eine Ausgestaltung nach Anspruch 5 vorteilhaft, wonach durch dieses Ver-
fahren eine Vielzahl von Analyten nachgewiesen werden kann. Als vorteilhaft erweist sich
weiters, daB mit dem gleichen Verfahren eine so grofie Anzahl von Analyten nachgewiesen
werden kann ohne das Verfahren anpassen zu miissen. Weiters ist von Vorteil, da durch die
Vielfiltigkeit dieses Verfahrens keine spezielle Einschulung des durchzufiihrenden Personals
fiir die verschiedenen Analyten erforderlich ist und somit eine Vielzahl von Analyten von nur
einer Person ausgewertet werden kann. Als Vorteilhaft erweist sich weiters, da mehrere Ana-
lyten mittels eines Verfahrens und auf einer Vorrichtung gleichzeitig ausgewertet werden

konnen.

Von Vorteil sind die Weiterbildungen nach den Anspriichen 6, 7, 8 und 9, wonach insbeson-
dere Analyten, welche das physiologische Gleichgewicht des Menschen beeinflussen, nach-
gewiesen werden konnen. Als vorteilhaft dabei erweist sich, da das Verfahren eine einfache
Handhabung gewihrleistet und somit von jedermann durchgefiihrt werden kann. Durch dieses
multipel anwendbare Verfahren wird eine Kostenminimierung fiir die Analyse der unter-
schiedlichsten Analyten erzielt. Die Analyten konnen direkt vor Ort bestimmt werden und

miissen nicht erst in ein Speziallabor transportiert werden. Durch das rasche Testergebnis
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kann des weiteren friihzeitig entschieden werden, ob eine Beeintrichtigung des Individuums
durch den Analyten vorliegt und somit weitere gefdhrliche Situationen vermieden werden
konnen. Ein rasches Testergebnis verhindert des weiteren auch die Moglichkeit der Manipu-
lation von biologischen Proben wie beispielsweise durch die Einnahme von Doping-Mas-
kierern, wie z.B. Probenecid.den Nachweis von Steroid-Hormonen verhindert. Durch das so-
fortige Vorliegen eines Ergebnisse vor Ort wird die Argumentation fiir den Probanden viel
schwieriger. Es konnte dadurch verhindert werden, dafl z.B. Sportler eine olympische Me-
daille bekommen, obwohl sie ihnen nicht zusteht, aber man allerdings bis zu einigen Tagen
nach der Siegerehrung warten muB, bis ein endgiiltiges Ergebnis der Dopingkontrolie mit

herkémmlichen Tests vorliegt.

Sowohl Drogen als auch Psychopharmaka beeintrichtigen einerseits die Reaktionsféhigkeit
der Probanden am Arbeitsplatz und andererseits deren Verkehrstiichtigkeit im StraBenverkehr.
Durch das Vorliegen eines raschen Testergebnisses mittels dieses Verfahrens kann die un-

mittelbare Gefahr von solchen Situationen sofort erkannt werden.

Vorteilhaft ist weiters eine Weiterbildung des Verfahrens nach Anspruch 10, wonach durch
den raschen Nachweis von Antikérpern gegen Infektionen das Risiko fiir Kontaminationen
fiir das Personal, welche die Analyse durchfiihrt, minimiert werden kann. Einerseits kann
durch den Nachweis einer viralen Infektion entschieden werden, daB fiir die weiteren Unter-
suchungsmaBnahmen besondere Vorsicht vorherrschen soll. Andererseits kann durch das
Vorliegen von raschen Analyseergebnissen auf eine intensive Behandlung vermeintlich infi-

zierter Personen oder gar deren Quarantine verzichtet werden.

GemiB Anspruch 11 ermdglicht das Verfahren einen Nachweis von verschiedenen Hormo-
nen, wie z.B. von HCG, welches nur wihrend der Schwangerschaft nachweisbar ist. Somit
wird durch dieses Verfahren auch eine einfache Moglichkeit zum raschen Nachweis einer

Schwangerschaft moglich.

Vorteilhaft erweist sich auch eine Weiterbildung des Verfahrens nach Anspruch 12, wonach
bei auffilliger Anamnese bereits rasch eine erste Aussage iiber das Vorhandensein von
Tumormarkern getroffen werden kann, und somit die Zeitspanne, bis zum Ergebnis des Be-

fundes und somit die UngewiBheit fiir den Patienten minimiert wird.

Weiters erweist sich die Ausgestaltung des Verfahrens nach Anspruch 13 von Vorteil, wobei
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durch den Nachweis des Toxins sofort mit der richtigen Behandlung der Intoxikation begon-

nen werden kann und beispielsweise sofort das passende Antidot verabreicht werden kann.

Von Vorteil ist eine Weiterbildung nach Anspruch 14, 15 und 16, wonach der Analyt aus ei-
ner Probe beliebigen Ursprungs stammen und fiir das Verfahren eingesetzt werden kann. Be-
sonders von Vorteil ist bei diesem Verfahren, daB trotz der Vielfalt der Proben unabhéngig
von ihrem Ursprung immer ein sicheres, reproduzierbares Ergebnis erzielt wird. Besonders
vorteilhaft erweist sich dabei, daB das Verfahren eine hohe Toleranzgrenze gegeniiber Kon-
taminationen aufweist und die Proben daher vor der Analyse nicht aufgereinigt werden miis-

sen.

Von Vorteil zeigt sich auch die Weiterbildung des Verfahrens nach Anspruch 17, wonach
bereits sehr geringe Mengen eines Analyten nachgewiesen werden konnen. Die hohe Sensiti-

vitit des Verfahrens ermoglicht somit die Detektion von Analyten im Pikogrammbereich.

Die Aufgabe der Erfindung wird eigensténdig auch durch eine Vorrichtung entsprechend den
Merkmalen im Kennzeichenteil des Anspruches 18 gelost. Vorteilhaft daran ist einerseits, daf3
mittels dieser Vorrichtung eine sehr sensitive Mglichkeit zum Nachweis zumindest eines
Analyten zur Verfiigung steht. Andererseits ist von Vorteil, daf durch den einfachen Aufbau
der Vorrichtung, diese sowohl von chemisch als auch medizinisch ungeschultem Personal be-
dient und ausgewertet werden kann und somit der Nachweis des Analyten unabhingig von

einem bestimmten Ort durchgefiihrt werden kann.

Eine Weiterbildung nach Anspruch 19 erweist sich als vorteilhaft, weil dadurch unspezifische
Bindungen verhindert werden konnen und somit nur spezifische Bindungen stattfinden kon-
nen und auch detektiert werden konnen. Weiters ist von Vorteil, dal wihrend der Detektion
keine Signale, welche aus unspezifischen Bindungen resultieren, die Ablesbarkeit der Vor-

richtung beeinflussen.

GemiB der Ausgestaltung nach Anspruch 20 wird die Sensitivitdt der Vorrichtung zum Nach-
weis des Analyten erhoht. Die Farbstoffkomponenten und deren Vorstufen wirken als Teil
eines Verstirkersystems. Weiters erweist sich als vorteilhaft, da8 durch das Anbringen eines
Farbstofffeldes ermdglicht wird, daB nur der Analyt auf die Vorrichtung aufgebracht werden
mu und nicht erst die Farbstoffkomponenten dem Reagens zugefiigt werden miissen. Somit

wird die Handhabung der Vorrichtung wiederum vereinfacht.
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Weiters erweist sich nach Anspruch 21 von Vorteil, daB durch die Anordnung eines Kontroll-
feldes eine Kontrolle des gesamten Nachweisverfahrens durchfiihrbar ist. Unabhingig von der
Gegenwart eines Analyten in der Probe wird ein Signal detektiert und somit eine Funktions-
kontrolle fiir die Analyse ermoglicht. Vorteilhaft ist weiters, da8 in der Analysezone nicht nur
der Analyt selbst, sondern auch ein spezifischer Bindungspartner fiir diesen immobilisiert
werden kann und somit eine grofe Anzahl von Bindungspartnern fiir die Bindung des Analy-
ten aus der Probe zur Verfiigung stehen. Vorteilhaft erweist sich auch, daf eine grole Anzahl
von verschiedenen Analyten mit einer Vorrichtung analysiert werden kann. Durch die Anord-
nung eines Konjugat- und Farbstofffeldes ertibrigt sich das Beimengen der Stoffe, welche an
diesen Feldern temporir immobilisiert sind und somit die Fehleranfdlligkeit des Tests mini-
miert wird. Weiters erweist sich von Vorteil, daB sich sowohl in der Kontrollzone als auch in
der Analysezone entweder der spezifische Bindungspartner, an welche die gleiche Substanz
konjugiert ist oder die gleiche Substanz selbst, welche die gleiche Reaktion mit dem Farbstoff
bzw. den Farbstoffvorstufen erzeugt, befinden. Dadurch wird eine genaue Kontrolle der

Funktionsfihigkeit der Vorrichtung erméglicht.

GemiiB der Weiterbildung der Vorrichtung nach Anspruch 22 ist von Vorteil, da spezifische
Bindungsstellen des zumindest einen Analyten nicht durch unspezifische Reaktionen der
Farbstoffkomponenten bzw. deren Vorstufen bereits im Vorfeld der Analyse blockiert werden

und somit zu einem falsch negativen Ergebnis fithren wiirden.

Vorteilhaft sind auch Ausbildungen der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 23 und 24,
wobei die Farbstoffkomponente bzw. deren Vorstufen als Verstirkersystem dienen und die
Sensitivitit der Analyse somit gesteigert wird. X-gal hat gegeniiber ONPG den Vorteil, daf
der nach der Hydrolyse und Oxidation als Reaktionsprodukt entstehende, blaue Indigofarb-

stoff schwer 16slich ist und somit nicht diffundiert.

Von Vorteil erweisen sich auch Ausgestaltungen nach den Anspriichen 25 und 26, wonach
durch die Zugabe dieser Stoffe, eine bessere Loslichkeit der Farbstoffkomponenten und deren

Vorstufen erzielt und somit wiederum die Sensitivitit der Analyse verbessert wird.

Die Weiterbildung nach Anspruch 27 erweist sich als vorteilhaft, wonach eine Kontrolle der
Analyse ermdglicht wird, weil in jedem Fall eine Bindung der Substanzen an die im Kontroll-
feld vorhandenen spezifischen Bindungspartner stattfindet und somit die Funktionalitit der

Analyse auf jeder Vorrichtung oder auf einer eigenen Vorrichtung kontrolliert werden kann.
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Von Vorteil ist auch eine Ausgestaltung nach Anspruch 28 wobei bereits geringe Mengen an
spezifischen Bindungspartnern fiir die Substanzen ausreichen um ein detektierbares Signal zu
erhalten und somit die Herstellungskosten der Vorrichtung sehr niedrig gehalten werden kon-

nen.

GemiiR der Ausgestaltung nach Anspruch 29 erweist sich von Vorteil, daB wihrend der Ana-
lyse im Analysefeld in jedem Fall geniigend Substanz konjugierte spezifische Bindungspart-
ner vorhanden sind, weil das Kontrollfeld nachgeordnet angebracht ist und daher nicht bereits
zu viele substanzspezifische Bindungspartner im Kontrollfeld ab gefangen werden kdnnen und
dadurch fiir das Analysefeld nicht mehr geniigend spezifische Bindungspartner, welche an

eine Substanz konjugiert sind, zur Verfiigung stehen wiirden.

Vorteilhaft erweisen sich auch die Weiterbildungen nach Anspruch 30, wobei im Analysefeld
der gleiche Analyt angeordnet ist bzw. ein spezifischer Bindungspartner fiir den nachzuwei-
senden Analyten und somit Kreuzreaktionen und falsch positive Ergebnisse durch unspezifi-

sche Bindungen ausgeschlossen werden kdnnen.

Von Vorteil ist auch eine Ausgestaltung nach Anspruch 31, daB eine Vielfalt von Analyten
nachgewiesen werden kann und die Vorrichtung nicht nur fiir den Nachweis eines einzigen
Analyten verwendet werden kann und dadurch Produktionskosten fiir die unterschiedlichen
Ausgestaltungen der Vorrichtungen minimiert werden kénnen. Von Vorteil erweist sich wei-

ters, daB das gleiche Verfahren fiir den Nachweis aller Analyten angewendet werden kann.

Weiters erweist sich eine Ausgestaltung nach Anspruch 32 von Vorteil, wonach nur eine ge-
ringe Menge des Analyten auf die Vorrichtung aufgebracht werden muf und dadurch die Ko-

sten fiir den Materialaufwand der Vorrichtung minimiert werden.

Von Vorteil sind auch die Weiterbildungen der Vorrichtung nach den Anspriichen 33 und 34,
wonmit die Intensitit der durch die Auswertung entstandenen Signale in diversen Abstufungen
vorliegt, da eine zu hohe Konzentration eine Uberlagerung der Signale verursachen wiirde,
wodurch die Klarheit der Analyseergebnisse gefihrdet ist. Damit kann die Vorrichtung unab-
h#ingig von der zu erwartenden Konzentration des Analyten universell angewandt werden.
Weiters ist von Vorteil, daf die unterschiedlichen Konzentrationen der Analyten eine Quanti-

fizierung ermoglichen.
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Die Aufgabe der Erfindung wird eigenstidndig auch durch ein Reagens entsprechend den
Merkmalen in Kennzeichenteil des Anspruches 35 gelost. Es erweist sich von Vorteil, daB fiir
die Herstellung des Reagens einfache chemische Verbindungen verwendet werden konnen,
die in der Herstellung und Beschaffung sehr niedrige Kosten verursachen und somit in der
Folge eine kosteneffiziente Herstellung des Reagens ermoglichen. Vorteilhaft daran ist auch,
daB eine Intensivierung des Signals hervorgerufen werden kann und somit die Sensibilitit des

Verfahrens und auch der Vorrichtung steigt.

GemiB der Weiterbildung des Reagens nach Anspruch 36 erweist sich von Vorteil, da} der
Analyt bereits im Reagens gebunden werden kann und im Analyseverfahren durch einen spe-
zifischen Bindungspartner fiir den Bindungspartner des Analyten nachgewiesen wird. Es be-

steht dadurch eine Mglichkeit einen indirekten Nachweis des Analyten zu ermoglichen.

GemiB den Weiterbildungen des Reagens nach den Anspriichen 37 bis 39 konnen dem Rea-
gens bereits Komponenten des Farbstoffsystems oder deren Vorstufen beigemengt sein und
dadurch kann man beispielsweise die Laufstrecke des Analyten auf der Vorrichtung verkiirzen

und somit die GroBe der Vorrichtung insgesamt minimieren.

Von Vorteil erweisen sich weiters die Weiterbildungen nach den Anspriichen 40 und 41, wo-
nach durch die Zugabe dieser Komponenten eine raschere Loslichkeit der Farbstoffkompo-
nenten in dem Reagens erreicht wird und/oder die Adsorption der Farbstoffkomponenten am

kapillarfahigen Material der Vorrichtung vermindert wird.

Von Vorteil zeigen sich auch die Weiterbildungen nach den Anspriichen 42 bis 47, wonach
fiir die Herstellung des Reagens Standardprodukte aus der chemischen Industrie verwendet

werden konnen, und somit die Herstellungskosten fiir das Reagens niedrig gehalten werden.

Weiters erweisen sich die Weiterbildungen nach den Anspriichen 48 bis 50 von Vorteil, wo-
nach wihrend der gesamten Analyse konstante Bedingungen im Reagens und somit ein repro-
duzierbares Ergebnis gewihrleistet wird. Auerdem wird durch die Aufrechterhaltung von
konstanten Bedingungen die Funktionalitit der Vorrichtung verbessert. Von Vorteil dabei er-
weist sich insbesondere, daB durch den Zusatz einer Mischung der genannten Puffer es ge-
lingt, das Reagens iiber einen groBeren pH-Wert abzupuffern und die Nachweisreaktion des
Analyten nicht gestort ist und somit auch bei Untersuchungen von verunreinigten Proben ein

reproduzierbares Analyseergebnis zur Verfiigung steht.
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GemiiB den Ausbildungen nach einem der Anspriiche 51 und 52 erweist sich von Vorteil, dal
fiir die Auflésung von Substanzen mit komplizierten Molekilstrukturen und auch groflen

Molekiilen ein Detergens eine Verbesserung der Loslichkeit herbeifiihrt.

Weiters erweisen sich die Ausgestaltungen nach den Anspriichen 53 und 54 als vorteilbaft,
wonach durch das Zufiigen dieser Substanzen sowohl die Osmolaritéit des Reagens als auch

die Loslichkeit erhcht werden.

Von Vorteil sind auch Weiterbildungen nach den Anspriichen 55 und 56, wonach die Halt-

barkeit des Reagens verlidngert wird.

Die Aufgabe der Erfindung wird eigenstindig auch durch einen Analysekit entsprechend den
Merkmalen im Kennzeichenteil des Anspruches 57 gelost. Vorteilhaft daran ist, daB alle not-
wendigen Vorrichtungen und Reagenzien zur Durchfithrung der Analyse zur Verfiigung ge-
stellt werden. Von Vorteil ist weiters, daB durch die einfache Aufbewahrungsart des Analyse-

kits bei Raumtemperatur eine Lagerung unabhéngig vom Ort moglich ist.

Die Aufgabe der Erfindung wird eigenstindig auch durch die Verwendung der Vorrichtung
entsprechend den Merkmalen im Kennzeichenteil des Anspruches 58 geldst. Von Vorteil er-
weist sich, daB durch die Verwendung der Vorrichtung ein probates Mittel zur Analyse zu-

mindest eines Analyten in einer Probe zur Verfiigung steht.

Die Aufgabe der Erfindung wird eigenstindig auch durch die Verwendung des Reagens ent-
sprechend den Merkmalen im Kennzeichenteil des Anspruches 59 gelost. Vorteilhaft erweist
sich, daB durch die Verwendung des Reagens ein kostengiinstiges und mit Verstdrkungspo-

tential ausgestattetes Mittel zur Verfiigung steht.

Die Aufgabe der Erfindung wird auch eigenstéindig durch die Verwendung des Analysekits
entsprechend den Merkmalen im Kennzeichenteil des Anspruches 60 geldst. Von Vorteil da-
bei erweist sich, daB durch die Verwendung des Analysekits eine rasche und unkomplizierte

Analytbestimmung unabhéngig vom Ort ermdglicht wird.

7um besseren Verstiandnis der Erfindung wird diese anhand der nachfolgenden Figuren néher
erliutert, wobei diese in schematisch vereinfachter Darstellung eine Vorrichtung zum Nach-

weis zumindest eines Analyten zeigt. Die Erfindung wird im nachfolgenden anhand der in der
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Zeichnung dargestellten Ausfiihrungsbeispielen niher erldutert.

Es zeigen:

Fig. 1 eine viereckige Vorrichtung aus Startzone und Analysefeld;
Fig.2 eine viereckige Vorrichtung aus Startzone, Zone und Zielzone;
Fig.3 eine viereckige Vorrichtung aus Startzone, Zone und Zielzone;
Fig. 4 eine runde Vorrichtung aus Startzone und Analysefeld;

Fig. 5 eine runde Vorrichtung aus Startzone, Zone und Zielzone;

Fig. 6 eine sternformige Vorrichtung aus Startzone und Analysefeld;

Fig. 7 eine sternformige Vorrichtung aus Startzone, Zone und Zielzone;
Fig. 8 eine sechseckige Vorrichtung aus Startzone und Analysefeld;
Fig. 9 eine sechseckige Vorrichtung aus Startzone, Zone und Zielzone.

Einfiihrend sei festgehalten, daB in den unterschiedlich beschriebenen Ausfiihrungsformen
gleiche Teile mit gleichen Bezugszeichen bzw. gleichen Bauteilbezeichnungen versehen wer-
den, wobei die in der gesamten Beschreibung enthaltenen Offenbarungen sinngemis auf glei-
che Teile mit gleichen Bezugszeichen bzw. gleichen Bauteilbezeichnungen iibertragen wer-
den konnen. Auch sind die in der Beschreibung gewihlten Lageangaben, wie z.B. oben, un-
ten, seitlich usw. auf die unmittelbar beschriebene sowie dargestellte Figur bezogen und sind
bei einer Lageinderung sinngemiB auf die neue Lage zu iibertragen. Weiters konnen auch
Einzelmerkmale oder Merkmalskombinationen aus den gezeigten und beschriebenen unter-
schiedlichen Ausfiihrungsbeispielen fiir sich eigenstéindige, erfinderische oder erfindungsge-

miBe Losungen darstellen.

Die Fig. 1 zeigt eine Seitenansicht einer Vorrichtung 1 auf einem Trigermaterial 2, wobei das

zumindest eine kapillarfihige Material 3 mittels einer Verbindungsschicht 4, wie z. B. einem
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Doppelklebefilm, mit dem Trigermaterial 2 verbunden ist. Ein Aufbringen des kapillarfahi-
gen Materials auf ein einseitig klebendes Trégermaterial (laminieren) ist auch moglich. Auf
der Vorrichtung 1 sind eine Startzone 5 und eine weitere Zone 6, die aus zumindest einem

kapillarfdhigen Material 3 gebildet ist, angeordnet.

Die Fig. 2 zeigt eine weitere Ausfiihrungsform der Vorrichtung 1, wobei bereits an dieser
Stelle bemerkt sei, daB die Erfindung nicht auf die speziell dargestellten Ausfiihrungsvarian-
ten derselben eingeschrinkt ist, sondern vielmehr auch diverse Kombinationen der einzelnen
Ausfiihrungsvarianten untereinander moglich sind und diese Variationsmoglichkeit aufgrund
der Lehre zum technischen Handeln durch gegenstindliche Erfindung im Kdnnen des auf dem
diesen technischen Gebiet titigen Fachmannes liegt. Es sind also auch séimtliche denkbaren
Ausfiithrungsvarianten, die durch Kombinationen einzelner Details der dargestellten und be-

schriebenen Ausfiihrungsvariante moglich sind, vom Schutzumfang mitumfaft.

Die Fig. 2 zeigt eine Seitenansicht einer Vorrichtung 1 auf einem Tragermaterial 2, wobei das
Triigermaterial 2 iiber eine Verbindungsschicht 4 mit zumindest einem kapillarfahigen Mate-
rial 3 verbunden ist. Auf dem kapillarfihigen Material 3 sind eine Startzone 5, eine Zone 6
und eine Zielzone 7 angeordnet. Die Zone 6 besteht aus mehreren Feldern, wie z.B. einem
Konjugatfeld 8 mit spezifischen Bindungspartnern, an welche zumindest eine Substanz kon-
jugiert ist, zumindest einem Lauffeld 9, einem Analyse- 10 und/oder Kontrollfeld 11 und ei-
nem Farbstoffeld 12.

Die Fig. 3 zeigt eine viereckige Vorrichtung 1, wobei in der Zone 6 mehrere Analysefelder 10
angeordnet sind. Auf jedem dieser Analysefelder 10 kann ein unterschiedlicher Analyt 13 ge-
bunden sein und die Vorrichtung 1 somit fiir den Nachweis mehrerer verschiedener Analyten
13 verwendet werden. In einer alternativen nicht dargestellten Ausfiihrungsvariante kann die
Startzone 5 auch zentral an der Vorrichtung 1 angeordnet sein, wobei sich die Analysefelder
10 auf allen Seiten der Startzone 5 befinden konnen. Es konnen auch mehrere Zielzonen 7 an

der Vorrichtung 1 angeordnet sein.
Die Fig. 4 zeigt eine runde Ausfithrungsform der Vorrichtung 1 wie sie in Fig. 1 beschrieben
ist. Angrenzend an die Startzone 5 befindet sich eine weitere Zone 6, in welcher der Nachweis

des zumindest einen Analyten 13 stattfindet.

Die Fig. 5 zeigt eine runde Ausfiihrungsform der Vorrichtung 1, wobei sich angrenzend an die
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Startzone 5 ein Konjugatfeld 8, ein Farbstoffeld 12, mehrere Lauffelder 9, zumindest ein
Analysefeld 10 und/oder ein Kontrollfeld 11 und eine Zielzone 7 befinden.

Die Fig. 6 und 7 zeigen sternférmige Ausfiihrungen der Vorrichtung 1, wobei in Fig. 6 die
Vorrichtung 1 nur von einer Startzone 5 und einer angrenzenden Zone 6 gebildet wird und in
Fig. 7 eine Startzone 5, eine Zielzone 7 und eine Zone 6 bestehend aus einem Konjugatfeld 8,
einem Farbstoffeld 12, mehreren Lauffeldern 9, zumindest einem Analysefeld 10 und/oder
einem Kontrollfeld 11 dargestellt sind. Die verschiedenen Zonen 6 sind kreisformig auf der

Vorrichtung 1 angeordnet.

Die Fig. 8 und 9 zeigen oktogonale Ausfithrungsformen der Vorrichtung 1, wobei in Fig. 8
die Vorrichtung 1 nur von einer Startzone 5 und einer angrenzenden Zone 6 gebildet wird und
in Fig. 9 eine Startzone 5, eine Zielzone 7 und eine Zone 6 bestehend aus einem Konjugatfeld
8, einem Farbstoffeld 12, mehreren Lauffeldern 9, zumindest einem Analysefeld 10 und/oder
einem Kontrollfeld 11 dargestellt sind.

Die verschiedenen Zonen 6 bzw. Felder kénnen in unterschiedlichen Formen, wie z.B. linear,
kreisformig, dreieckig, viereckig, hexagonal, pentagonal, heptagonal, oktogonal, trapezoid,

rhomboid, etc., auf der Vorrichtung 1 angeordnet sein.

Das kapillarfihige Material, welches einen Filter darstellt, besteht aus Zellulose und/oder de-
ren Derivaten, aus organischen Polymeren und ihren Derivaten, insbesondere aus Materialien,
die wenig Proteine an ihrer Oberflidche adsorbieren, wie z.B. Glasfaser, Keramik, Polytetra-
fluorethylen (PTFE), Nylon, Polyvinylidenfluorid (PVDF), Materialien auf Silizium-Basis,
Materialien biologischen Ursprungs, Acetate oder aus Gemischen oder Modifikationen dieser
Materialien. Die Filter sind mit einer Porengrofe, ausgewihlt aus einem Bereich mit einer
oberen Grenze von 50 um, vorzugsweise 40 wm, insbesondere 35 um und einer unteren Gren-
ze von 0,20 wm, vorzugsweise 5 wm und insbesondere 10 pm. Besonders vorteilhaft haben
sich auch Filter mit einer PorengréBe ausgewihlt aus einem Bereich mit einer oberen Grenze
von 30 pum, vorzugsweise 25 pm, insbesondere 20 um und einer unteren Grenze von 12 pm,
vorzugsweise 15 pm, insbesondere 17 pm. Es kénnen auch Vorfilter mit einer undefinierten
PorengrdBe verwendet werden. Insbesondere im Bereich der Startzone 5 und im Bereich der
Lauffelder 9 bzw. im Bereich der Zielzone 7 kann das kapillarfihige Material von einem Fil-

ter mit beliebig definierter Porengrofe ausgebildet sein.
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Das kapillarfahige Material 3 der Vorrichtung 1 weist eine Dicke, ausgewihlt aus einem Be-
reich mit einer unteren Grenze von 0,05 mm, vorzugsweise 0,08 mm, insbesondere 0,15 mm
und einer oberen Grenze von 2 mm, vorzugsweise 1,5 mm, insbesondere 1 mm, auf. Beson-
ders hat sich eine Dicke, ausgewihlt aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 0,1 mm,
vorzugsweise 0,15 mm, insbesondere 0,2 mm und einer oberen Grenze von 0,9 mm, vorzugs-
weise 0,8 mm, insbesondere 0,5 mm, erwiesen. Die Dicke des kapillarfdhigen Materials 3
kann in den unterschiedlichen Zonen 6 bzw. den verschiedenen Feldern variieren; d. h. da

die Vorrichtung 1 keine einheitliche Dicke iiber ihre gesamte Ausdehnung aufweisen muf3.

Die verschiedenen Zonen 6 der Vorrichtung 1 konnen aus dem selben kapillarfahigen Materi-
al 3 oder aus unterschiedlichen kapillarfdhigen Materialien 3 bestehen. Wie in Fig. 2 gezeigt
wird, kann die Vorrichtung 1 in der Start- und Zielzone 7 aus einem anderen Material als in
der Zone 6 bestehend aus Feldern ausgebildet sein. Auch die Dicke und die Porengrofie des

kapillarfihigen Materials 3 kann in den verschiedenen Zonen 6 unterschiedlich sein.

Zur Absittigung der freien unspezifischen Bindungsstellen wird das kapillarfahige Material
mit Losungen beinhaltend Proteine wie BSA, Milchpulver, Casein, Gelatine, fettfreies Milch-
pulver, Kélberserum, etc. und/oder mit kommerziellen Blockungsreagenzien, wie z.B. Blotto
oder Superblock (Fa. Pierce) in einer Konzentration von 0,1 - 10 mg/ml und/oder Detergen-
zien, wie z.B. Tween, Triton, Nonidet P-40, Chaps, etc. in einer Konzentration von 0,005 bis
5 Gew.- % blockiert.

Im Analysefeld 10 ist eine vorbestimmbare Menge des zumindest einen Analyten 13 in einer
Konzentration ausgewihlt aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 0,5 ng/ml, insbe-
sondere 1 ng/ml, vorzugsweise 2 ng/ml, und einer oberen Grenze von 5 mg/ml, insbesondere
3 mg/ml, vorzugsweise 1 mg/ml, immobilisiert. Der zumindest eine Analyt 13 kann sowohl
direkt als auch indirekt nachgewiesen werden, wie z.B. durch den Analyt 13 selbst, einen spe-
zifischen Analytbindungspartner oder einen markierten Bindungspartner. Der indirekte Nach-
weis erfolgt durch die Bindung des Analyten 13 an einen ersten spezifischen Bindungspartner,
z.B. primirer Antikorper. Im Analysefeld wird dann entweder dieser oder der Analyt (an einer
anderen Stelle) durch einen zweiten spezifischen Bindungspartner, z.B. sekundérer Antikor-
per, welcher im Analysefeld 10 immobilisiert ist, erkannt und gebunden. Das Vorhandensein
des Analyten im Analysefeld 10 wird schlieBlich mit einem weiteren spezifischen Bindungs-
partner, welcher mit einer Substanz konjugiert ist, der entweder den Analyten selbst (an einer

anderen Stelle) bzw. den Analyten gebunden an den ersten spezifischen Bindungspartner oder
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den zweiten spezifischen Bindungspartner erkennt, nachgewiesen.

Im Analysefeld 10 ist zumindest ein Analyt 13 immobilisiert. Alternativ zum Analyten 13
kann auch ein analytspezifischer Bindungspartner im Analysefeld 10 immobilisiert sein. In
diesem Fall muB fiir die Detektion des Analyten 13 der spezifische Bindungspartner, welcher
mit einer Substanz konjugiert ist, spezifisch fiir den Analyten sein und diesen an einer anderen
Stelle binden. Es kann eine Vielzahl von verschiedenen Analyten 13 nachgewiesen werden.
Der zumindest eine Analyt 13 kann aus einer Gruppe umfassend Drogen bzw. Drogenersatz-
stoffe umfassend Cannabisprodukte, wie z.B. Marihuana, Haschisch und/oder Cannabinol,
Kokain, wie z.B. Benzoylecgonine, Crack und/oder Crystal, Opiate, wie z.B. Morphium,
Acetylmorphin, Heroin, Codein, Propoxyphene und/oder Fentanyl, Nikotin, Kotinin, d-
Lysergsiurediethylamid (LSD), Psilocybin und Psilocin, Mescalin und Peyote, Methadon
oder Methadonmetabolite, oder eine Designerdroge, wie z.B. Amphetamine (MDA, Dime-
thoxybromamphetamin, etc.), Methamphetamine (wie z.B. Ecstasy, MDMA) , Phencyclidin
(Engelsstaub), y-Hydroxybuttersiure (Liquid Ecstasy), Antiepileptika, wie z.B. Phenytoin,
Dopingmittel aus einer Gruppe umfassend Anabolika, wie z.B. Testosteron und seine Deri-
vate, Somatotropin, Ephedrin-Derivate, Analeptika, wie z.B. Strychnin, Amphetamin-Deri-
vate, Analgetika, Antitussiva, Mittel zur Steigerung der Sauerstofftransportkapazitit und der
Sauerstoffverfiigbarkeit fiir die Skelettmuskulatur, wie z.B. Erythropoietin und/oder Diure-
tika, Arzneimittel, Analgetika oder Psychopharmaka aus einer Gruppe umfassend, Neurolep-
tika, wie z.B. Phenothiazin, Butyrophenone und/oder Thioxanthene, Antidepressiva, wie z.B.
MAO (Monoaminoxidase)-Hemmer, Imipramin, Desipramin, Amitryptilin, etc., Tranquilizer,
wie z. B. Benzodiazepine (Diazepam), Barbiturate und/oder Psychoanaleptika, Stimulantien,
wie z.B. Phenylethylamin, Antiepileptika und/oder Hypnotika, Antikorper, gebildet als Reak-
tion auf virale, viroide, bakterielle, mykotische, parasitire bzw. auf Prionen basierende Infek-
tionen und/oder gebildet infolge von Immunisierungen (Impfung beim Menschen oder Tier
bzw. polyklonale Antikérperherstellung bei Tieren) und/oder gebildet infolge von Autoim-
munkrankheiten oder allergischen Reaktionen, Hormone, wie z.B. HCG (human chorion Go-
nadotropin), Proteine als Tumormarker aus einer Gruppe umfassend squamous cell carcinoma
antigen (SCC), Thyreoglobin (Tg), Steroidhormonrezeptoren, Prostata-spezifisches Antigen
(PSA), Neuronen-spezifische Enolase (NSE), Carcinoembryonales Antigen (CEA), Alpha-
Fetoprotein (AFP), CYFRA 21-1, CA 125, 19-9, 72-4, 15-3 und/oder humanes Calcitonin
(hCT), MCA (Mucine-like cancer associated antigen), Toxine aus einer Gruppe umfassend
Botulinumtoxin, Toxine aus Tieren, Pflanzen, wie: Pilzen, Bakterien, Algen, Pflanzen und

ihren Bestandteilen, Lebensmitteln und/oder Toxine kiinstlichen Ursprungs, z.B. Kampfgifte,
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und/oder Schwermetalle, Herbizide, Fungizide, Pestizide, Bakterizide, Antibiotika, Konser-
vierungsmittel, etc., ausgewihlt sein. Des weiteren konnen auch Allergene wie. z.B. Pollen,
Hausstaubmilbenkot, Histamin, etc. nachgewiesen werden. Von immer gréf3er werdender Be-
deutung ist auch der Nachweis von Prionen aus dem Nervensystem verschiedener Séugetiere
als auch aus Futtermitteln oder Nahrungsmitteln um eine Ausbreitung der Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit zu verhindern. Als Analyt 13 konnen auch Marker oder speziesspezifische Protei-
ne, welche in der Gentechnologie verwendet werden um gentechnologisch verinderte Lebens-
mittel, Saatgut, etc. zu identifizieren, nachgewiesen werden. Es kénnen des weiteren auch

verschiedene Antikérper(sub)typen nachgewiesen werden.

Durch die Immobilisierung des zumindest einen Analyten 13 in unterschiedlichen Konzentra-
tionen in den Analysefeldern 10 kann eine semiquantitative Bestimmung des Analyten 13
durchgefiihrt werden. Die Konzentration des zumindest einen Analyten 13 in der Verdiin-
nungsreihe nimmt mit einem Faktor, ausgewihlt aus einem Bereich mit einer unteren Grenze
von 1, insbesondere 2, vorzugsweise 3 und einer oberen Grenze von 100, insbesondere 10,

vorzugsweise mit einem Faktor 5 ab.

Der Analyt 13 kann aus einer Probe biologischen Ursprungs, wie Korperfliissigkeiten aus
Mensch und Tier, wie z.B. Blut, Plasma, Serum, Urin, Speichel, Schweif, Sperma, etc. und/
oder pflanzlichen Ursprungs, wie z.B. Blatt, Frucht, Samen, etc. und/oder mikrobiologischen
Ursprungs stammen. Der Analyt 13 kann auch aus dem Boden bzw. aus Wasser nachgewiesen
werden. Um eine Analyse von Stoffen aus der Luft durchzufiihren bedarf es einer Ankonzen-
trierung des Analyten 13, z.B. durch Ansaugen groBerer Luftvolumina mittels einer Pumpe,
wobei die Anreicherung des Analyten 13 direkt auf dem Material der Startzone 5 erfolgen

kann.

Im Farbstoffeld 12 sind eine oder mehrere Farbstoffkomponenten oder deren Vorstufen tem-
porir immobilisiert. Die Farbstoffkomponenten miissen sich allerdings nicht notwendiger-
weise in einer Zone 6 befinden, sondern kénnen auch auf mehrere Zonen 6 aufgeteilt sein, wie
z.B. auf die Startzone 5, auf das Farbstoffeld 12, auf das Konjugatfeld 8 und das Lauffeld 9.
Die Farbstoffkomponenten liegen in ungeldster Form vor. Die verwendeten Farbstoffkompo-
nenten bzw. deren Vorstufen sind: Tyramin und dessen Derivate, X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-
Indolyl-B-D-Galactosid), S-Gal (3,4 Cyclohexenoesculetin-f-D-Galactopyranosid), ONPG
(o-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid), CPRG (Chlorophenol red-B-D-Galactopyranosid),
Bluogal (5-Brom-3-Indolyl-B-D-Galactosid), MUGal (4-Methylumbelliferyl-B-D-Galacto-
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pyranosid), NBT (Nitroblue Tetrazolium Chlorid), BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphos-
phat), PNPP (p-Nitrophenyl Phosphat), OPD (o-Phenylenediamine), ABTS (2,2°-Azino-di-(3-
ethylbenz-thiazoline Sulfonic Acid), DAB (3,3-Diaminobenzidine), TMB (3,3 ’5,5°- Tetra-
methylbenzidine), Phenazinmethosulfat, Kaliumferrocyanid, Kaliumferricyanid, Ferric Am-
moniumcitrat, VectorBlackTM, Chemilumineszenzfarbstoffe, wie z.B. Galacton-Star Sub-
strat, Lumi-PhosTM plus, LuciGLOTM, DuoLuXTM, Lumigen PS-3, Chemiluminescent
HRP (horseradishperoxidase) Substrat, 2 Component System from BioFXTM, und/oder Lu-
mi-Gal 530 und/oder Fluoureszenfarbstoffe, z.B. 3-Carboxyumbelliferyl-B-D-Galactopyra-
nosid (CUG) und/oder MUP (4-Methylumbelliferyl-Phosphat). Die Konzentration der Farb-
stoffkomponenten und deren Vorstufen ist, jeweils in Gew-%, aus einem Bereich mit einer
unteren Grenze von 0,01 %, insbesondere 0,1 %, vorzugsweise 1 %, und einer oberen Grenze

von 20 %, insbesondere 10 %, vorzugsweise 4 %, ausgewihlt.

Im Feld mit den Farbstoffkomponenten konnen auch andere Substanzen, wie z.B. BSA,
Maltrin, Milchpulver, Casein, Gelatine, in den Konzentrationen ausgewthlt aus einem Be-
reich mit einer unteren Grenze von 0,1 %, insbesondere 1 %, vorzugsweise 5 %, und einer
oberen Grenze von 50 %, insbesondere 30 %, vorzugsweise 10 %, zugefiigt werden, um die
Adsorption der Farbstoffkomponenten an die Vorrichtung 1 zu vermindern, bzw. die Loslich-

keit der Farbstoffe zu erhthen.

Im Konjugatfeld 8 kommen insbesondere spezifische Bindungspartner wie z.B. Antikdrper
gegen Analyten 13, die mit einem Katalysator, wie z.B. einem organischen oder anorgani-
schen Katalysator oder Enzymen oder Proteinen, wie z.B. B-Galactosidase, Peroxidase, alkali-
sche Phosphatase, Streptavidin/Avidin, Protein A oder dhnliche zu hochaffinen spezifischen
Bindungen befshigte Molekiile etc., konjugiert sind, vor. Alternativ konnen auch mehrere
unterschiedliche Substanzen gleichzeitig oder in einer vordefinierten Reihenfolge an einen
spezifischen Bindungspartner konjugiert sein. Die Konzentration der spezifischen Bindungs-
partner, an welche die Substanz konjugiert ist, betrigt, ausgewhlt aus einem Bereich mit ei-
ner unteren Grenze von 0,5 ng/ml, insbesondere 1 ng/ml, vorzugsweise 2 ng/ml, und einer
oberen Grenze von 5 mg/ml, insbesondere 2 mg/ml, vorzugsweise 1 mg/ml. Besonders vor-
teilhaft haben sich auch Konzentrationen ausgew#hlt aus einem Bereich mit einer unteren
Grenze von 0,1 mg/ml, vorzugsweise 0,2 mg/ml, insbesondere 0,3 mg/ml, und einer oberen

Grenze von 2 mg/ml, vorzugsweise 1 mg/ml, insbesondere 0,5 mg/ml, erwiesen.

Im Kontrollfeld 11 befindet sich ein immobilisierter spezifischer Bindungspartner, z.B. ein
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Antikorper fiir zumindest eine Substanz, wie z.B. B-Galactosidase, alkalische Phosphatase,
Peroxidase, Streptavidin/Avidin, Protein A oder dhnliche zu hochaffinen spezifischen Bin-
dungen befihigte Molekiile etc., in einer Konzentration ausgewéhlt aus einem Bereich mit
einer unteren Grenze von 0,5 ng/ml, insbesondere 1 ng/ml, vorzugsweise 2 ng/ml, und einer

oberen Grenze von 5 mg/ml, insbesondere 3 mg/ml, vorzugsweise 1 mg/ml.

In der Zielzone 7 und den Lauffeldern 9 ist es nicht notwendig eine Substanz oder einen

Analyten 13 zu immobilisieren.

Es konnen in einem Feld auch mehrere Analyten oder Kombinationen aus z. B. spezifischen
Bindungspartnern, Substanzen und/oder Farbstoffkomponenten oder deren Vorstufen vorlie-

gen.

Zur Durchfiihrung des Verfahrens wird eine kleine Menge einer Probe mit einem saugfihigen
Material, wie z.B. einem Wattestidbchen gesammelt. Der an dem saugfihigen Material haften-
de Analyt 13 wird in einem Reagens, insbesondere organischen Reagens, aufgenommen. Drei
bis sieben Tropfen dieses mit Analyten 13 versehenen Reagens werden auf die Vorrichtung 1
aufgebracht. Das Reagens mit dem Analyten 13 wandert in dem kapillarfdhigen Material 3
der Vorrichtung 1 mit einer Geschwindigkeit von 1 bis 12 cm/Minute von der Startzone 5 bei-
spielsweise durch die Zone 6 bestehend aus zumindest einem Konjugatfeld 8, Farbstoffeld 12,
Lauffeld 9, Analyse- 10 und Kontrollfeld 11 und zuletzt in die Zielzone 7. Falls im Reagens
mit der Probe eine ausreichende Menge des Analyten 13 vorhanden ist und alle Bindungsstel-
len der spezifischen Bindungspartner abgesittigt sind, konnen diese somit nicht mehr an die
immobilisierten Analyten 13 im Analysefeldes 10 binden. Eine detektierbare Menge des Ana-
lyten 13 ergibt auf der Vorrichtung 1 nur eine Markierung im Kontrollfeld 11, weil die Bin-
dungspartner bereits abgesittigt sind und nicht mit den immobilisierten Analyten 13 an der
Vorrichtung 1 reagieren. Im Falle, daB in der Probe kein Analyt 13 bzw. eine unzureichende
Menge zur Detektion des Analyten 13 vorhanden ist, ergeben sich auf der Vorrichtung 1 zwei
Markierungen, wobei sich die erste Markierung aus der Bindung des analytspezifischen und/
oder substanzkonjugierten analytspezifischen Bindungspartner im Analysefeld 10 ergibt und
die zweite Markierung resultiert aus der Bindung der immobilisierten Bindungspartner spezi-
fisch fiir die Substanz, wie z.B. B-Galactosidase in Reaktion mit einer Farbstoffkomponente

oder deren Vorstufe.

Im Falle des Fehlens des zu bestimmenden Analyten 13 in der Probe bindet der analytspezifi-
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sche Bindungspartner im Analysefeld 10 und der analytspezifische Bindungspartner, an wel-
chen zumindest eine Substanz konjugiert ist, wie z.B. B-Galactosidase, reagiert mit der vor-
beilaufenden Farbstoffkomponente bzw. deren Vorstufen in der Weise, daf3 der gebildete
Farbstoff bzw. Farbstoffkomplex entweder unltslich oder schwer 16slich am Analysefeld 10
verbleibt und/oder durch Antikorper gegen den gebildeten Farbstoffkomplex, detektiert wer-
den kann. Der spezifische Bindungspartner, an welchen zumindest eine Substanz konjugiert
ist, kann mehrere Bindungsstellen fiir Farbstoffe bzw. Farbstoffkomplexmolekiile, die eine

gut sichtbare Markierung erzeugen, tragen.

Ist eine ausreichende Menge des Analyten 13 vorhanden, bindet diese an die analytspezifi-
schen Bindungspartner, welche mit einer Substanz konjugiert sind, und diese Bindungspartner
konnen daher nicht mehr an den immobilisierten Analyten 13 im Analysefeld 10 binden und
laufen ohne Ausbildung einer sichtbaren Markierung in die Zielzone 7 der Vorrichtung 1. Un-
abhiingig vom Vorhandensein des nachzuweisenden Analyten 13 in der Probe, binden ent-
weder die analytspezifischen Bindungspartner, welche mit einer Substanz konjugiert sind,
oder die Substanz selbst, an das Kontrollfeld 11 an entsprechend substanzspezifische Bin-
dungspartner, wobei die somit gebundene Substanz mit dem vorbeilaufenden Farbstoffkom-
ponenten bzw. deren Vorstufen in der Weise reagieren, da3 der gebildete Farbstoffkomplex
unloslich oder schwer 16slich am Ort verbleibt und/oder durch einen AntikSrper gegen den
gebildeten Farbstoffkomplex, welche immobilisert im Kontrollfeld 11 angebracht ist, mit der
Fortdauer des Tests in grofer Anzahl gebunden werden und dort eine gut sichtbare Markie-

rung ausbilden, nachgewiesen werden konnen.

Im Kontrollfeld 11 befindet sich ein immobilisierter Antikérper gegen die Substanz, wie z.B.
B-Galactosidase. Wie bereits erwihnt findet die Reaktion im Kontrollfeld 11 in jedem Fall
statt, unabhiingig davon, ob im Laufmittel eine ausreichende Menge des Analyten 13 vorhan-

den war.

Der Nachweis eines Analyten 13 mit dem Enzym B-Galactosidase als Verstéirkersystem er-
folgt durch die Spaltung von natiirlichen oder kiinstlichen $-D-Galactosiden in Galactose und
die entsprechenden Rest-Verbindungen. Unphysiologische Substrate fiir das Enzym, wie
ONPG oder X-gal ergeben nach der Hydrolyse und Oxidation farbige Reaktionsprodukte und

erlauben eine visuelle und auch spektrophotometrische Detektion.

Als alternatives Verstirkungssystem konnen Streptavidin und Avidin, Proteine mit multiplen
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Bindungsstellen fiir Biotin eingesetzt werden. Beispielsweise kann ein spezifischer Bindungs-
partner mit Biotin markiert werden. Proteine wie Streptavidin und Avidin binden mit einer
ihrer vier Bindungsstellen hochspezifisch an Biotin. Freie Biotin-Bindungsstellen werden
dann mit biotinmarkiertem Enzym, z.B. alkalische Phosphatase, abgesittigt. Durch die Zu-
gabe von chromogenen Substraten fillt ein Farbgemisch aus, wodurch die Bindung nachge-
wiesen werden kann. Da die biotinbindenden Proteine vier Biotin-Bindestellen enthalten und
die verwendeten Enzyme ebenfalls mehrere Biotin-Gruppen tragen kénnen, kénnen sich
Komplexe mit vielen Protein-Enzym-Biotin-Molekiilen ausbilden, wodurch die Nachweis-
empfindlichkeit wesentlich erhoht wird. Alkalische Phosphatase wird als Markerenzym ein-
gesetzt, da sich in Verbindung mit geeigneten Substraten ein empfindliches, histochemisches
Farbreagens und Signalverstirkersystem entwickeln 1é8t. Substrate wie z.B. p-Nitrophenyl-
phosphat ergeben nach der hydrolytischen Spaltung durch das Enzym farbige, photometrisch
leicht mefbare Reaktionsprodukte, oder, wie im Falle des 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat
(BCIP=X-Phosphat), einen tiefblau gefiirbten unldslichen, leicht erkennbaren Niederschlag
von Indigo. BCIP wird in der Regel zusammen mit Nitroblau-Tetrazolium (NBT) als Farbver-

stiarker verwendet.

Als weiteres alternatives Verstirkungssystem kann das Enzym Peroxidase (HRP) mit deriva-
tisiertem Tyramin verwendet werden (Super-CARD, Catalytic deposition of derivatized tyra-
mine, Bhattacharya, R., Bhattacharya, D., and Dhar, T. . (1999) Journal of Immunological
Methods 227, 31-39). Dabei ist z.B. der spezifische Bindungspartner mit dem Enzym Peroxi-
dase (HRP) gekoppelt und katalysiert mit Hilfe von H202 (welches im Reagens vorhanden
oder durch eine chemische Reaktion direkt gebildet wird) die kovalente Bindung des derivati-
sierten Tyramin an das Analysefeld (konkret an dafiir spezielle modifizierte Proteine (p-OH-
PPA-Casein, p-OH-PPA-Gelatin oder p-OH-PPA-BSA; p-OH-PPA=3-(p-Hydroxyphenyl)-
propionséure) die auf dem Analysefeld immobilisiert sind). Als Molekiil welches an Tyramin
gekoppelt ist, wird entweder direkt ein Farbstoff, Goldpartikel (NanoGold) oder ein Kataly-
sator in Frage. In letzterem Fall z.B. Peroxidase (HRP), ergibt sich somit mittels eines histo-

chemischen Farbreagens ein vielfach verstirktes Signal.

Das Reagens, das zur Aufnahme der Probe dient, besteht aus einwertigem Alkohol mit 1 bis

5 Kohlenstoffatomen, Ketonen mit 3 bis 8 Kohlenstoffatomen, mehrwertigen Alkoholen, ins-
besondere Ethylenglycol und Polyethylenglycol. Die Konzentrationen dieser chemischen
Verbindungen sind aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 0,1 %, insbesondere 5 %,

vorzugsweise 10 %, und einer oberen Grenze von 40 %, insbesondere 30 %, vorzugsweise
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20 %, ausgewihlt.

Dem Reagens kann zusitzlich noch ein Detergens, insbesondere (Octylphenoxyl)-polyethoxy-
ethanol, Alkylphenolpolyglycolether, Tween 20, Natriumdeoxycholat, Nonidet P-40 (Igepal
CA-630), Triton X-100, Cholic acid, Deoxycholic acid und/oder Zwittergent® in einer Kon-
zentration ausgewihlt aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 0,001 %, insbesondere
0,005 %, vorzugsweise 0,01 %, und einer oberen Grenze von 1 %, insbesondere 0,5 %, vor-

zugsweise 0,2 % als Losungsvermittler zugesetzt werden.

Dem Reagens kann zusitzlich ein Puffer zugesetzt werden, welcher das Reagens in einem
pH-Wertbereich konstant hilt. Bevorzugt werden hierbei dem Reagens Pufferlésungen, wie
z.B. Citratpuffer, Acetatpuffer, Maleatpuffer, Phosphatpuffer, Collidinpuffer, Triethanolamin-
HCI-EDTA-Puffer, Trispuffer, Ammediolpuffer, Glycinpuffer, Diethanolaminpuffer oder
Tris-Borsiure-EDTA-Puffer, oder Puffer nach Good, N. E. et al. (1966) Biochemistry 5, 467,
zugesetzt. Die Konzentration der Pufferlosungen ist jeweils in Gewichtsprozent aus einem
Bereich mit einer unteren Grenze von 0,1 %, vorzugsweise 1 % und insbesondere 2 % hat
und mit einer oberen Grenze von 20 %, vorzugsweise 15 %, insbesondere 10 %, aus gewiihlt.
Die Pufferlosung hat einen pH-Wert ausgewihlt aus einem Bereich mit einer unteren Grenze
von 5,5, insbesondere 6,0, vorzugsweise 6,5, und einer oberen Grenze von 9,5, insbesondere
9,0, vorzugsweise 8,5. Als besonders vorteilhaft haben sich Pufferlésungen mit einem pH-
Wert mit einer unteren Grenze von 6,8, vorzugsweise 7,0, insbesondere 7,2 und einer oberen

Grenze von 8,0, vorzugsweise 7,8, insbesondere 7,6 erwiesen.

Durch den Zusatz einer Mischung der genannten Puffer gelingt es, das Reagens iiber einen
groBeren pH-Wertbereich abzupuffern und somit auch bei Untersuchungen von verunreinig-
ten Proben ein korrektes Analyseergebnis sicherzustellen. Auch Verunreinigungen durch das
vorhandene Puffersystem werden mit Sicherheit soweit abgepuffert, daB sie die Analysereak-

tion des zumindest einen Analyten 13 nicht stéren.

Dem Reagens kann des weiteren zumindest eine Farbstoffkomponente bzw. deren Vorstufe
zugesetzt werden, wobei die Farbstoffkomponenten aus einer Gruppe ausgewihlt sind, umfas-
send Tyramin und dessen Derivate, X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactosid), S-Gal
(3,4 Cyclohexenoesculetin-$-D-Galactopyranosid), ONPG (o-Nitrophenyl-8-D-Galacto-
pyranosid), CPRG (Chlorophenol red-B-D-Galactopyranosid), Bluogal (5-Brom-3-Indolyl-p-
D-Galactosid), MUGal (4-Methylumbelliferyl-B-D-Galactopyranosid), NBT (Nitroblue
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Tetrazolium Chlorid), BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat), PNPP (p-Nitrophenyl
Phosphat), OPD (o-Phenylenediamine), ABTS (2,2"-Azino-di-(3-ethylbenz-thiazoline Sul-
fonic Acid), DAB (3,3-Diaminobenzidine), TMB (3,3°5,5 - Tetramethylbenzidine), Phena-
zinmethosulfat, Kaliumferrocyanid, Kaliumferricyanid, Ferric Ammoniumcitrat, Vector-
BlackTM, Chemilumineszenzfarbstoffe, wie z.B. Galacton-Star Substrat, Lumi-PhosTM plus,
LuciGLOTM , DuoLuXTM, Lumigen PS-3, chemiluminescent HRP (horseradishperoxidase)
Substrat, 2 Component System from BioFXTM, und/oder Lumi-Gal 530 und/oder Fluoures-
zenfarbstoffe, z.B. 3-Carboxyumbelliferyl-B-D-Galactopyranosid (CUG) und/oder MUP (4-
Methylumbelliferyl-Phosphat). Die Konzentration der Farbstoffkomponenten ist aus einem
Bereich mit einer unteren Grenze von 1 uM, insbesondere 10 uM, vorzugsweise 50 M, und

einer oberen Grenze von 300 mM, insbesondere 150 mM, vorzugsweise 100 mM, ausgewdhlt,

Die Farbstoffkomponenten und/oder deren Vorstufen werden im Reagens geldst und werden
dort durch die Zugabe der Komponenten des Reagens, BSA, Maltodextrin, Milchpulver, Kil-
berserum, Casein und/oder Gelatine zeitlich verzdgert geldst bzw. iiber die Vorrichtung 1

durch die Kapillarwirkung transportiert.

Um die Osmolaritit des Reagens zu erhthen, konnen Natriumsalze, Kaliumsalze, Phosphat-
salze, Magnesium- und/oder Mangansalze, BSA, Maltodextrin (Maltrin) oder Milchpulver in
einer Konzentration aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 0,001 %, insbesondere
0,1 %, vorzugsweise 1 %, und einer oberen Grenze von 30 %, insbesondere 20 %, vorzugs-

weise 10 %, zugesetzt werden.

Weiters kann dem Reagens ein Konservierungsmittel, insbesondere Natriumazid, Natrium-
benzoat, Sorbins#ure, Pentachlorophenol, Sorbat und/oder Konservierungsmittel auf Queck-
silber-Basis, in einer Konzentration aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 0,01 %,
insbesondere 0,05 %, vorzugsweise 0,1 %, und einer oberen Grenze von 5 %, insbesondere 3
%, vorzugsweise 1 %, zugesetzt werden, um die Haltbarkeit des Reagens zu verlingern. Die
Farbstoffkomponenten und/oder deren Vorstoffen befinden sich im Reagens oder teilweise im
Reagens oder befinden sich komplett oder teilweise im Farbstoffeld 12 oder komplett oder

teilweise in Startzone 5 der Vorrichtung 1 in ungel6ster Form.

Der erfindungsgeméfBe Analysekit umfaBt eine Vorrichtung 1 zum Nachweis zumindest eines
Analyten 13, das Reagens einen saugfihigen Stoff, wie z.B. ein Wattestibchen oder #hnli-
ches. Um die Durchfiihrung des Analyseverfahrens weiter zu vereinfachen, kann der Analyse-
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kit auch weitere Hilfsmittel, wie z.B. Handschuhe, Stoppuhbr, Pipetten, etc., enthalten.

Die zwei folgenden Ausfiihrangsbeispiele zeigen mogliche Durchfithrungsméglichkeiten des
Verfahrens, wobei an dieser Stelle bemerkt sei, da die Erfindung nicht auf die speziell ange-
filhrten Ausfiihrungsbeispiele beschrinkt ist, sondern vielmehr simtliche denkbare Ausfiih-
rungsbeispiele die durch Kombinationen einzelner Details der beschriebenen Moglichkeiten

vom Schutzumfang mitumfafit sind

Ausfithrungsbeispiel 1:

Vorrichtung 1 zur Bestimmung von Benzodiazepinen im Speichel

Die Start- 5 und Zielzone 7 ist aus aus Cellulose Absorbent Paper (Pall Corporation, Type 165
fiir die Startzone 5 (BSP165PK) und Typ 197 fiir die Zielzone 7 (BSP197PK)) hergestellt.
Das Format der Start- 5 und Zielzone 7 betriigt 25 x 80 mm. Das Filterpapier wird ohne weite-

re Impriignierung zur Herstellung der Vorrichtung 1 verwendet.

Das Farbstoffeld 12 wird aus Glasfaser-Mikrofilter Sorte GF/D (Whatman) hergestellt. Das
Format des Farbstofffeldes 12 betrigt 5 x 80 mm und wird mit 80 pl der Farbstofflsung
gleichmiiBig beschickt. AnschlieBend erfolgt eine Trocknung unter Lichtausschluf} bei 20 °C.
Die Farbstofflésung besteht aus: X-Gal (100 mM), NBT (50 mM), Phenazine Methosulfate (1
mM), BSA (4 %), Maltrin (1 %) in PBS (5 mM KH,POy, 15 mM Na,HPO4, 120 mM NaCl,
2,3 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0,05 % NaNs, 5 % Ethanol, 0,1 % Triton X-100). Die Ausgangs-
reagenzien werden von der Fa. SIGMA-Aldrich hergestellt.

Das Konjugatfeld 8 besteht aus geblockter Accuwick® Membran (Fa. Pall, AW 14-20-10).
Das Blocken der Membran erfolgt mit 1 % BSA in PBS Losung fiir 1 Stunde bei Raumtempe-
ratur, anschlieBend Trocknung bei 20°C. Das Format betrigt wiederum 5 x 80 mm. Es werden
80 ul der Antikorperlosung gleichmiBig aufpipettiert und anschlieBend erfolgt die Trocknung
bei 20 °C. Die Antikorperlosung besteht aus: primére monoklonale Antikorper (Host Maus)
gegen Benzodiazepine (25 nM), (Fitzgerald, Kat.Nr.: 10-B12) sekundre, mit Beta-Glacto-
sidase konjugierte Antikdrper anti Maus (25nM) (Fa. Fisher Scientific) B-Galactosidase (25
nM), (Roche Applied Science), BSA (4 %), Maltrin (1 %) in PBS (5 mM KHyPO4, 15 mM
Na,HPO;, 120 mM NaCl, 2,3 mM KCL, 2 mM MgCl,, 0,05 % NaNs, 0,1 % Triton X-100).
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Fiir die Herstellung der Lauffelder 9 werden Streifen aus Zellulose-Acetatfilter (Fa. Osmonics
Inc.) im Format 20 x 80 mm verwendet. Zur Blockierung von Bindungsstellen werden die
Streifen in einer 1 % BSA-hiltigen PBS-Losung (5 mM KHyPO,, 15 mM Na,HPOy, 120 mM
NaCl, 2,3 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0,05 % NaNs, 0,1 %Titron X-100) 30 Minuten bei Raum-
temperatur unter Rithren inkubiert.

Im Testfeld wird ein BSA-Benzodiazepinkonjugat (Fa. Fitzgerald) noch vor Blockung von
Bindungsstellen immobilisiert. Dazu wird der Zellulose-Acetatfilter (AcetatePlus) in 100 mM
Natriumperjodat (SIGMA-Aldrich) fiir 20 min inkubiert, anschliefend mit H20 gewaschen
und mit einer 0,5 pM BSA-Benzodiazepin-Losung in 0,1 M Boratpuffer (pH 9,0) fiir 10 Mi-
nuten inkubiert. Anschliefend werden 4 mg Natrium Cyanoborohydride (SIGMA-Aldrich)
pro ml zugegeben und 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nichtgebundenes BSA-Benzodia-

zepin wird mittels H20 weggewaschen.

Im Kontrollfeld 11 wird ein spezifischer polyklonaler Antikdrper gegen das Enzym
B—Galactosidase (Fitzgerald, Host: Rabbit) noch vor Blockung der Bindungsstellen immobili-
siert. Die Immobilisierung von 0,25 uM spezifischem polyklonalem Antikorper erfolgt nach
der gleichen Methode wie im Testfeld.

Das verwendete Reagens, in welchem die Probe aufgenommen wird, besteht aus PBS (5 mM
KH,POy4, 15 mM Na;HPO,, 120 mM NaCl, 2,3 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0,1 % BSA, 0,1 %
Maltrin, 0,05 % NaNs, 5 % Ethanol, 0,05 % Triton X-100) mit einem pH-Wert von 7,1.

Die Startzone 5, die Felder der Zone 6 und die Zielzone 7 werden nach den beschriebenen
Spezifikationen zugeschnitten und mittels doppelseitigen Klebefilms (Fa. Tesa AG) auf
Trigerfolien Xeroperm (Rank Xerox Limited) befestigt. Davon werden mit einem Rollen-
schneidegerit Streifen von 4 mm geschnitten. Die Lagerung der Streifen erfolgt bei Raum-

temperatur unter Ausschlufl von Licht und Feuchtigkeit.

Ausfiithrungsbeispiel 2

Vorrichtung 1 zur Bestimmung von Testosteron im Speichel

Die Start- 5 und Zielzone 7 werden aus Cellulose Absorbent Paper (Pall Corporation, Type
165 fiir das Auftragekissen (BSP165PK) und Typ 197 fiir das Aufnahmekissen (BSP197PK))
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hergestellt. Es werden Streifen von 25 x 80 mm zugeschnitten, die ohne weitere Imprignie-

rung oder Vorbehandlung zur Herstellung der Vorrichtung 1 verwendet werden.

Das Farbstoffeld 12 wird aus ,Glass Fiber Media’ (Pall, A/D Glass) hergestellt. Es werden
Streifen im Format von 5 x 80 mm zugeschnitten und mit 80 pl der Farbstofflosung gleich-
miBig beschickt. AnschlieBend erfolgt die Trocknung unter Lichtausschluf} bei 20°C. Die
Farbstofflosung besteht aus: X-Gal (100 mM), NBT (50 mM), Phenazine Methosulfate (1
mM), BSA (4%), Maltrin (1%) in PBS (5§ mM KH,PO4, 15 mM NayHPOy4, 120 mM NaCl, 2,3
mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,05% NaNs, 5% Ethanol, 0,1% Triton X-100) (alle Losungen stam-
men von der Fa. SIGMA-Aldrich).

Das Lauffeld 9, Analysefeld 10 und Kontrollfeld 11 bestehen aus einer 5 um Immunodyne®
ABC Membran im Format 20 x 80 mm (Fa. Pall, BC500H5R). Auf die Vorrichtung 1 wird an
der Stelle des Analysefeldes 10 eine 0,5 pM Testosterone-3-CMO-BSA Losung (Fa. Fitz-
gerald, 80-IT49) und an der Stelle des Kontrollfeldes 11 eine 0,25 pM Biotin-BSA Losung
(SIGMA-Aldrich) aufgetragen. Danach werden die restlichen Bindungsstellen auf der Mem-
bran fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur mit einer 1% BSA in PBS Losung geblockt.

An die Stelle des Konjugatfeldes 8 auf der Vorrichtung 1 werden 10 nM des priméren spezifi-
schen monoklonalen Antikorpers gegen Testosteron (Host: Maus, Fitzgerald:10-T07), 25 nM
Biotinylated Anti-Mouse IgG Antikorper (Host: Pferd, Vector Laboratories:BA-2080) und
100 nM eines Avidin-Beta-Galactosidase Konjugates (SIGMA-Aldrich) direkt auf die ge-
blockte Immunodyne® ABC Membran zwischen Startzone 5 und Analysefeld 10 aufgebracht.

Das verwendete Reagens, in welchem die Probe aufgenommen wird, besteht aus PBS (5 mM
KH,POy4, 15 mM Nay;HPOq, 120 mM NaCl, 2,3 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0,1% BSA, 0,1%
Maltrin, 0,05% NaNs, 5% Ethanol, 0,05% Triton X-100) mit einem pH-Wert von 7,1.

Die Kissen und die bestiickte Immunodyne® ABC Membran werden nach den beschriebenen
Spezifikationen zugeschnitten und mittels doppelseitigen Klebefilms ( Fa. Tesa AG) auf dem
Trigermaterial (Folie Xeroperm Typ 003R96094 der Fa. Rank Xerox Limited) befestigt. Da-
von werden mit einem Rollenschneidegeriit Streifen von 4 mm geschnitten. Die Lagerung der

Streifen erfolgt bei Raumtemperatur unter Ausschlufl von Licht und Feuchtigkeit.

AbschlieBend sei auch noch erwihnt, daBl insbesondere die Antikorper, welche in der Anti-
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korperlosung vorliegen, jeweils auf den nachzuweisenden Analyten angepaBt sind.

Der Ordnung halber sei abschlieSend darauf hingewiesen, daB zum besseren Verstiindnis des
Aufbaus der Fig. 1 bis 9 diese bzw. deren Bestandteile teilweise unmaBstiblich und/oder ver-

grofert und/oder verkleinert dargestellt wurden.

Die den eigensténdigen erfinderischen Losungen zugrundeliegende Aufgabe kann der Be-

schreibung entnommen werden.

Vor allem kénnen die einzelnen in den Fig. 1 bis 9 gezeigten Ausfiihrungen den Gegenstand
von eigenstdndigen, erfindungsgemifBen Losungen bilden. Die diesbeziiglichen, erfindungs-
gemiBen Aufgaben und Losungen sind den Detailbeschreibungen dieser Figuren zu entneh-

men.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Nachweis zumindest eines Analyten aus einer Probe durch eine
immunochemische Reaktion mit einer Vorrichtung bestehend aus mehreren Zonen, dadurch
gekennzeichnet, daB der zumindest eine Analyt in einem Reagens, insbesondere einem orga-
nischen Reagens, auf eine Startzone aufgebracht wird und durch Kapillarkrifte in zumindest
eine weitere Zone mit einem oder mehreren Feldern 14uft, wobei in einem Feld zumindest ein
spezifischer Bindungspartner, an welchen zumindest eine Substanz konjugiert ist, temporéir

immobilisiert ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf} der zumindest eine Analyt
durch eine chemische oder physikalische Reaktion der zumindest einen Substanz oder durch
eine chemische Reaktion katalysiert durch die Substanz, welche an den spezifischen Bin-

dungspartner, wie z. B. einen Antikorper, konjugiert ist, nachweisbar wird.

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daf} die zu-
mindest eine Substanz aus einer Gruppe umfassend alkalische Phosphatase, Peroxidase, z.B.

vom Meerrettich, B-Galactosidase, Streptavidin/Avidin, Protein A oder zu hochaffinen spezi-
fischen Bindungen befihigte Molekiile und/oder einem katalytisch wirkenden Stoff, ausge-

wihlt wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB der zu-
mindest eine Analyt durch eine Zone bestehend aus zumindest einem Feld ausgewihlt aus
einer Gruppe umfassend Analysefelder, Kontrollfelder, Lauffelder, Farbstofffelder und/oder
Konjugatfelder, lauft.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl
der zumindest eine Analyt aus einer Gruppe umfassend Wirkstoffe, Hormone, Proteine, Pep-
tide, Allergene, Antigene, Antikorper, Neurotransmitter, Nukleinséuren, Kohlenhydrate und/

oder Lipide nachgewiesen wird.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dal Wirkstoffe aus einer
Gruppe umfassend Drogen, Drogenersatzstoffe, leistungssteigernde Substanzen wie Doping-

mittel, Arzneimittel, Toxine oder deren Metaboliten, nachgewiesen werden.
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7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB Drogen bzw. Drogener-
satzstoffe aus einer Gruppe umfassend Cannabisprodukte, wie z.B. Marihuana, Haschisch
und/oder Cannabinol, Kokain, wie z.B. Benzoylecgonine, Crack und/oder Crystal, Opiate,
wie z.B. Morphium, Acetylmorphin, Heroin, Codein, Propoxyphene und/oder Fentanyl, Niko-
tin, Kotinin, d-Lysergsaurediethylamid (LSD), Psilocybin und Psilocin, Mescalin und Peyote,
Methadon oder Methadonmetabolite, oder eine Designerdroge, wie z.B. Amphetamine
(MDA, Dimethoxybromamphetamin), Methamphetamine (Ecstasy, MDMA), Phencyclidin
(Engelsstaub), y-Hydroxybuttersiure (Liquid Ecstasy), Antiepileptika, wie z.B. Phenytoin,

ausgewdihlt werden.

8. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB Dopingmittel aus einer
Gruppe umfassend Anabolika, wie z.B. Testosteron und seine Derivate, Somatotropin, Ephe-
drin-Derivate, Analeptika, wie z.B. Strychnin, Amphetamin-Derivate, Analgetika, Antitussi-
va, Mittel zur Steigerung der Sauerstofftransportkapazitit und der Sauverstoffverfiigbarkeit fiir

die Skelettmuskulatur, wie z.B. Erythropoietin und/oder Diuretika, ausgewihlt werden.

9. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB als Arzneimittel Analgeti-
ka oder Psychopharmaka aus einer Gruppe umfassend, Neuroleptika, wie z.B. Phenothiazin,
Butyrophenone und/oder Thioxanthene, Antidepressiva, wie z.B. MAO (Monoaminoxidase)-
Hemmer, Imipramin, Desipramin, Amitryptilin, etc., Tranquilizer, wie z. B. Benzodiazepine
(Diazepam), Barbiturate und/oder Psychoanaleptika, Stimulantien, wie z.B. Phenylethylamin,
Antiepileptika und/oder Hypnotika, ausgewihlt werden.

10. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da Antikdrper, gebildet als
Reaktion auf virale, viroide, bakterielle, mykotische, parasitiire bzw. auf Prionen basierende
Infektionen und/oder gebildet infolge von Immunisierungen (Impfung beim Menschen oder
Tier bzw. polyklonale Antikorperherstellung bei Tieren) und/oder gebildet infolge von Auto-

immunkrankheiten oder allergischen Reaktionen nachgewiesen werden.

11. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daf Hormone, wie z.B. HCG

(human chorion Gonadotropin), nachgewiesen werden.

12. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB als Proteine Tumormarker
aus einer Gruppe umfassend squamous cell carcinoma antigen (SCC), Thyreoglobin (Tg),

Steroidhormonrezeptoren, Prostata-spezifisches Antigen (PSA), Neuronen-spezifische Enola-
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se (NSE), Carcinoembryonales Antigen (CEA), Alpha-Fetoprotein (AFP), CYFRA 21-1, CA
125, 19-9, 72-4, 15-3, MCA (Mucine-like cancer associated antigen) und/oder humanes Cal-

citonin (hCT), nachgewiesen werden.

13. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB Intoxikationen verursacht
durch Toxine aus einer Gruppe umfassend Botulinumtoxin, Toxine aus Pilzen, Bakterien,
Algen, Pflanzen und ihren Bestandteilen, Lebensmitteln und/oder Toxine kiinstlichen Ur-

sprungs, z.B. Kampfgifte, und/oder Schwermetalle nachgewiesen werden.

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da
der zumindest eine Analyt aus einer biologischen Probe menschlichen, tierischen oder pflanz-
lichen Ursprungs, wie z.B. Blut, Plasma, Serum, Urin, Speichel, SchweiB, Sperma und/oder

Blitter, nachgewiesen wird.

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl
der zumindest eine Analyt von einer Oberfléiche eines Gegenstandes oder eines menschlichen,

tierischen oder pflanzlichen Korpers nachgewiesen wird.

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daf

der zumindest eine Analyt aus dem Boden, aus Wasser oder der Luft nachgewiesen wird.

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daf
eine Konzentration des zumindest einen Analyten in der Probe ausgewihlt aus einem Bereich
mit einer unteren Grenze von 0,01 ng/ml, vorzugsweise 0,1 ng/ml, insbesondere 0,2 ng/ml
und einer oberen Grenze von 1000 ng/ml, vorzugsweise 200 ng/ml, insbesondere 100 ng/ml

nachgewiesen wird.

18. Vorrichtung zum Nachweis zumindest eines Analyten, insbesondere zur Durchfiih-
rung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 17, mit einem oder mehreren kapillarfi-
higen Materialien, auf denen zumindest eine Startzone und eine angrenzende Zone bestehend
aus einem oder mehreren Feldern in dem oder denen zumindest ein immobilisiertes Reagens
angeordnet ist, dadurch gekennzeichnet, daf auf dem oder den kapillarfihigen Materialien (3)
zumindest ein analytspezifischer Bindungspartner (14), an welchen zumindest eine Substanz

konjugiert ist, temporir immobilisiert ist.
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19. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB freie unspezifische
Bindungsstellen auf dem einen oder mehreren kapillarfahigen Materialien (3) durch Reagen-
zien ausgewéhlt aus einer Gruppe umfassend Proteine, wie z. B. BSA, Milchpulver, Casein,
Gelatine, fettfreies Milchpulver, Kilberserum, kommerzielle Blockungsreagenzien wie Blotto
oder Superblock (Fa. Pierce), und/oder Detergenzien, wie z.B. Tween-20, Triton X-100, No-
nidet P-40 und/oder Chaps, blockiert sind.

20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, da die
Substanz aus einer Gruppe umfassend alkalische Phosphatase, Peroxidase z.B. vom Meerret-
tich, p-Galactosidase, Streptavidin/Avidin, Protein A oder zu hochaffinen spezifischen Bin-

dungen befihigte Molekiile und/oder einem katalytisch wirkenden Stoff, ausgewihlt ist.

21. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daf3 die
Zone (6) aus zumindest einem Feld ausgewihlt aus einer Gruppe umfassend Analysefelder
(10), Kontrollfelder (11), Lauffelder (9), Farbstofffelder (12) und/oder Konjugatfelder (8),
besteht.

22. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daf sich
zumindest ein Feld mit Farbstoffkomponenten bzw. deren Vorstufen zwischen der Startzone

und dem zumindest einen Analyse- und /oder Kontrollfeld (10, 11) befindet.

23. Vorrichtung nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB die Farbstoffkompo-
nenten bzw. deren Vorstufen aus einer Gruppe, umfassend Tyramin und dessen Derivate,
X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactosid), S-Gal (3,4 Cyclohexenoesculetin-f-D-
Galactopyranosid), ONPG (o-Nitrophenyl--D-Galactopyranosid), CPRG (Chlorophenol red-
B-D-Galactopyranosid), Bluogal (5-Brom-3-Indolyl-B-D-Galactosid), MUGal (4-Methylum-
belliferyl-B-D-Galactopyranosid), NBT (Nitroblue Tetrazolium Chlorid), BCIP (5-Brom-4-
Chlor-3-Indolylphosphat), PNPP (p-Nitrophenyl Phosphat), OPD (o-Phenylenediamine),
ABTS (2,2°-Azino-di-(3-ethylbenz-thiazoline Sulfonic Acid), DAB (3,3-Diaminobenzidine),
TMB (3,375,5°- Tetramethylbenzidine), Phenazinmethosulfat, Kaliumferrocyanid, Kalium-
ferricyanid, Ferric Ammoniumcitrat, VectorBlack™ ", Chemilumineszenzfarbstoffe, wie z.B.
Galacton-Star Substrat, Lumi-Phos™ plus, LuciGLO™ , DuoLuX™, Lumigen PS-3, chemi-
luminescent HRP (horseradishperoxidase) Substrat, 2 Component System from BioFX™,
und/oder Lumi-Gal 530 und/oder Fluoureszenfarbstoffe, z.B. 3-Carboxyumbelliferyl-B-D-
Galactopyranosid (CUG) und/oder MUP (4-Methylumbelliferyl-Phosphat), ausgewihlt sind.
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24, Vorrichtung nach einem der Anspriiche 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, daB die
Konzentration der Farbstoffkomponenten und deren Vorstufen, jeweils in Gew-%, aus einem
Bereich mit einer unteren Grenze von 0,1 %, insbesondere 1 %, vorzugsweise 2 %, und einer

oberen Grenze von 20 %, insbesondere 10 %, vorzugsweise 4 %, ausgewihlt ist.

25. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 22 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daR auf
dem zumindest einen Farbstoffeld (12) Stoffe, ausgewihlt aus einer Gruppe umfassend, Bo-
vines Serum Albumin (BSA), Casein, Gelatine, Maltodextrin (Maltrin), Milchpulver und/oder
das Reagens und/oder Bestandteile des Reagens nach einem der Anspriiche 35 bis 56 vorhan-

den sind.

26. Vorrichtung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, da die Konzentration der
Stoffe, jeweils in Gew-%, aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 0,1 %, insbeson-
dere 1 %, vorzugsweise 5 %, und einer oberen Grenze von 50 %, insbesondere 30 %, vor-

zugsweise 10 %, ausgewihlt ist.

27. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 26, dadurch gekennzeichnet, daB im
Kontrollfeld (11) zumindest ein spezifischer Bindungspartner (14) fiir die zumindest eine

Substanz immobilisiert ist.

28. Vorrichtung nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dafl die Konzentration des
substanzspezifischen Bindungspartners aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 0,5
ng/ml, insbesondere 1 ng/ml, vorzugsweise 2 ng/ml, und einer oberen Grenze von 5 mg/ml,

insbesondere 3 mg/ml, vorzugsweise 1 mg/ml, ausgewihlt ist.

29. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB das
Kontrollfeld distal vom Analysefeld in bezug auf die Startzone angeordnet ist.

30. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 29, dadurch gekennzeichnet, daf im
Analysefeld (10) eine vorbestimmbare Menge des zumindest einen Analyten (13) immobili-

siert ist.

31. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 30, dadurch gekennzeichnet, daf der
zumindest eine Analyt (13) aus einer Gruppe nach einem der Anspriiche 5 bis 13 ausgewihlt

ist.
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32. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, dafl
die Menge des zumindest einen Analyten (13) aus einem Bereich mit einer unteren Grenze
von 0,5 ng/ml, insbesondere 1 ng/ml, vorzugsweise 2 ng/ml, und einer oberen Grenze von 5

mg/ml, insbesondere 3 mg/ml, vorzugsweise 1 mg/ml, ausgewdhlt ist.

33. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 30 bis 32, dadurch gekennzeichnet, dal der
zumindest eine Analyt (13) in einer Verdiinnungsreihe mit unterschiedlichen Konzentrationen
vorliegt, wobei jeweils eine Konzentration der Verdiinnungsreihe in einem vorbestimmbaren

Analysefeld (10) vorliegt.

34, Vorrichtung nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, daf die Konzentration des
zumindest einen Analyten (13) in der Verdiinnungsreihe mit einem Faktor, ausgewihlt aus
einem Bereich mit einer unteren Grenze von 1, insbesondere 2, und einer oberen Grenze von

100, insbesondere 10, vorzugsweise mit einem Faktor 5 abnimmt.

35. Reagens zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 17, da-
durch gekennzeichnet, daB das Reagens aus zumindest einem Alkohol und/oder Keton und/
oder zumindest einer Pufferlésung und/oder zumindest einem Detergens und/oder zumindest

einem Konservierungsmittel besteht.

36. Reagens nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dal das Reagens mit zumindest

einem analytspezifischen Bindungspartner (14) hergestellt ist.

37. Reagens nach einem der Anspriiche 35 oder 36, dadurch gekennzeichnet, daB das

Reagens mit einer oder mehreren Farbstoffkomponenten oder deren Vorstufen hergestellt ist.

38. Reagens nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, daB} die eine oder mehreren
Farbstoffkomponenten bzw. deren Vorstufen aus einer Gruppe, umfassend Tyramin und des-
sen Derivate, X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactosid), S-Gal (3,4 Cyclohexenoe-
sculetin-B-D-Galactopyranosid), ONPG (o-Nitrophenyl-3-D-Galactopyranosid), CPRG
(Chlorophenol red-B-D-Galactopyranosid), Bluogal (5-Brom-3-Indolyl-B-D-Galactosid),
MUGal (4-Methylumbelliferyl-3-D-Galactopyranosid), NBT (Nitroblue Tetrazolium Chlo-
rid), BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat), PNPP (p-Nitrophenyl Phosphat), OPD (o-
Phenylenediamine), ABTS (2,2"-Azino-di-(3-ethylbenz-thiazoline Sulfonic Acid), DAB (3,3~
Diaminobenzidine), TMB (3,3°5,5 - Tetramethylbenzidine), Phenazinmethosulfat, Kaliumfer-
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rocyanid, Kaliumferricyanid, Ferric Ammoniumcitrat, VectorBlackTM, Chemilumineszenz-
farbstoffe, wie z.B. Galacton-Star Substrat, Lumi-Phos™ plus, LuciGLO™ , DuoLuX™,
Lumigen PS-3, chemiluminescent HRP (horseradishperoxidase) Substrat, 2 Component Sy-
stem from BioFXTM, und/oder Lumi-Gal 530 und/oder Fluoureszenfarbstoffe, z.B. 3-Car-
boxyumbelliferyl-3-D-Galactopyranosid (CUG) und/oder MUP (4-Methylumbelliferyl-
Phosphat), ausgewihlt sind.

39. Reagens nach einem der Anspriiche 37 oder 38, dadurch gekennzeichnet, daf} die
Konzentration der Farbstoffkomponenten, jeweils in Gew.-%, aus einem Bereich mit einer
unteren Grenze von 0,01 %, insbesondere 0,1 %, vorzugsweise 1 %, und einer oberen Grenze

von 20 %, insbesondere 10 %, vorzugsweise 4 %, ausgewdhlt ist.

40. Reagens nach einem der Anspriiche 35 bis 39, dadurch gekennzeichnet, dal zumin-
dest ein Stoff ausgewihlt aus einer Gruppe umfassend, Bovines Serum Albumin (BSA),
Casein, Gelatine, Kilberserum, Maltodextrin (Maltrin), Milchpulver und/oder kommerzielle

Blockungsreagenzien, wie z.B. Blotto oder Superblock, enthalten ist.

41. Reagens nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet, dafl die Konzentration der Sub-
stanzen, jeweils in Gew-%, aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 0,1%, insbeson-
dere 1 %, vorzugsweise 5 %, und einer oberen Grenze von 30 %, insbesondere 20 %, vor-

zugsweise 10 %, ausgewahlt ist.

42. Reagens nach einem der Anspriiche 35 bis 41, dadurch gekennzeichnet, dal das
Reagens aus einwertigen Alkoholen, ausgewihlt aus einer Gruppe umfassend Methanol,

Ethanol, Propanol, Butanol und/oder Pentanol, herstellbar ist.

43. Reagens nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, dafl die Konzentration der
einwertigen Alkohole, jeweils in Gew-%, aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von
0,5 %, insbesondere 5 %, vorzugsweise 10 %, und einer oberen Grenze von 40 %, insbeson-

dere 30 %, vorzugsweise 20 %, ausgewihlt ist.

44, Reagens nach einem der Anspriiche 35 bis 43, dadurch gekennzeichnet, dal mehr-
wertige Alkohole, wie z.B. Ethylenglykol, Polyethylenglykol und/oder Glycerin zugefiigt

sind.
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45. Reagens nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, da die Konzentration der
mehrwertigen Alkohole, jeweils in Gew-%, aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von
0,1 %, insbesondere 2 %, vorzugsweise 5 %, und einer oberen Grenze von 20 %, insbesonde-

re 15 %, vorzugsweise 10 %, ausgewihlt ist.

46. Reagens nach einem der Anspriiche 35 bis 45, dadurch gekennzeichnet, dafl das
Reagens aus Ketonen mit 3 bis 8 Kohlenstoffatomen, wie z.B. Propanon, Butanon, Pentanon,

Hexanon, Heptanon und/oder Octanon, herstellbar ist.

47. Reagens nach Anspruch 46, dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration der Ke-
tone, jeweils in Gew-%, aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 0,1 % , insbesondere
2 %, vorzugsweise 5 %, und einer oberen Grenze von 20 %, insbesondere 15 %, vorzugsweise

10 %, ausgewihlt ist.

48. Reagens nach einem der Anspriiche 35 bis 47, dadurch gekennzeichnet, daB als wei-
terer Bestandteil zumindest eine Pufferlosung, ausgewihlt aus einer Gruppe umfassend Citrat-
puffer, Acetatpuffer, Maleatpuffer, Phosphatpuffer, Collidinpuffer, Triethanolamin-HCI-
EDTA-Puffer, Trispuffer, Ammediolpuffer, Glycinpuffer, Diethanolaminpuffer oder Tris-
Borsiure-EDTA-Puffer oder Puffer nach Good, N. E. et al. (1966) Biochemistry 5, 467 ent-

halten ist.

49. Reagens nach Anspruch 48, dadurch gekennzeichnet, da8 der pH-Wert der Pufferlo-
sung ausgewihlt aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 5,5, vorzugsweise 6,0 und
insbesondere 6,5 hat und mit einer oberen Grenze von 9,5, vorzugsweise 9,0, insbesondere

8,5, betragt.

50. Reagens nach Anspruch 48 bis 49, dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration
der zumindest einen Pufferlésung, jeweils in Gew-%, aus einem Bereich mit einer unteren
Grenze von 0,1 %, insbesondere 1 %, vorzugsweise 2 %, und einer oberen Grenze von 20 %,

insbesondere 15 %, vorzugsweise 10 %, ausgewihlt ist.

51. Reagens nach einem der Anspriiche 35 bis 50, dadurch gekennzeichnet, daf als De-
tergens zumindest ein Vertreter ausgewihlt aus einer Gruppe umfassend (Octylphenoxyl)-
polyethoxyethanol, Alkylphenolpolyglycolether, Tween 20, Natriumdeoxycholat, Nonidet P-
40 (Igepal CA-630), Triton X-100, Cholic acid, Deoxycholic acid und/oder Zwittergent®
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zugefiigt ist.

52. Reagens nach Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, dafl die Konzentration des zu-
mindest einen Detergens, jeweils in Gew-%, aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von
0,001 %, insbesondere 0,005 %, vorzugsweise 0,01 %, und einer oberen Grenze von 1 %,

insbesondere 0,5 %, vorzugsweise 0,2 %, ausgewihlt ist.

53. Reagens nach einem der Anspriiche 35 bis 52, dadurch gekennzeichnet, dafl zumin-
dest ein Stoff ausgewdhlt aus einer Gruppe umfassend Natriumsalze, Kaliumsalze, Phos-
phatsalze, Magnesium- und/oder Mangansalze, Bovines Serum Albumin (BSA), Casein, Ge-

latine, Maltodextrin, Kilberserum und/oder Milchpulver, zugesetzt sind.

54. Reagens nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet, daf die Konzentration der
Stoffe, jeweils in Gew-%, aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 0,001 %, insbe-
sondere 0,1 %, vorzugsweise 1 %, und einer oberen Grenze von 30 %, insbesondere 20 %,

vorzugsweise 10 %, ausgewihlt ist.

55. Reagens nach einem der Anspriiche 35 bis 54, dadurch gekennzeichnet, da3 zumin-
dest ein Konservierungsmittel, ausgewéhlt aus einer Gruppe umfassend Natriumazid, Natri-
umbenzoat, Sorbinsiure, Pentachlorophenol, Sorbat und/oder Konservierungsmittel auf

Quecksilber-Basis, zugesetzt ist.

56. Reagens nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, daf die Konzentration des
Konservierungsmittels, jeweils in Gew-%, aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von
0,01 %, insbesondere 0,05 %, vorzugsweise 0,1 %, und einer oberen Grenze von 5 %, insbe-

sondere 3 %, vorzugsweise 1 %, ausgewihlt ist.

57. Analysekit umfassend zumindest ein saugfahiges Material, ein Reagens zur Aufnah-
me zumindest eines Analyten (13) und eine Vorrichtung (1) aus kapillarfihigem Material,
dadurch gekennzeichnet, dafl das Reagens nach einem der Anspriiche 35 bis 56 und die Vor-

richtung (1) nach einem der Anspriiche 18 bis 34 ausgebildet ist.

58. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 34 fiir den Nachweis

zumindest eines Analyten.
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59. Verwendung des Reagens nach einem der Anspriiche 35 bis 56 fiir den Nachweis

zumindest eines Analyten.

60. Verwendung des Analysekits nach Anspruch 57 fiir den Nachweis zumindest eines

Analyten.



WO 03/016903 PCT/AT02/00246

1/4




PCT/AT02/00246

WO 03/016903

2/k

Fig.3




PCT/AT02/00246

WO 03/016903

3/k




PCT/AT02/00246

k/k




	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims
	Drawings

